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論文要旨
研 究 題 目 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 0157:H7 Sakai株に存在する 
Small Regulatory RNA Esr41の機能解析
須 藤 直 樹
第 1章 序 論
tRNAや リ ボ ソ ー ム RNA以 外 の 遺 伝 子 発 現 制 御 を 担 う RNAは、真正細 
菌 に お い て 広 く 保 存 さ れ て お り 、Small regulatory RNA (以 下 、sRNA) と呼ばれ 
て い る 。 多 く の sRNAは 様 々 な ス ト レ ス 条 件 下 で 転 写 誘 導 さ れ 、標 的 遺 伝 子 の 
発 現 を 制 御 し 、 そ れ を 通 し て 細 胞 の ス ト レ ス 環 境 へ の 順 化 や 病 原 t生発現に寄与 
す る 。
sRNAに よ る 遺 伝 子 発 現 制 御 は 、 多 く の 場 合 、翻 訳 制 御 で あ り 、sRNA 
は 標 的 遺 伝 子 の mRNAと 塩 基 対 形 成 を 介 し て 翻 訳 効 率 の 低 下 、及 び 標 的 mRNA 
の 分 解 促 進 、 ま た は mRNAの 二 次 構 造 を 変 化 に 伴 う 翻 訳 効 率 の 上 昇 を 引 き 起 こ 
す 。こ の よ う な sRNAに よ る 翻 訳 制 御 に お い て RNAシ ャ ぺ ロ ン Hfqは必須の因 
子 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
近 年 、様 々 な 細 菌 で sRNAの 網 羅 的 同 定 が 行 わ れ て お り 、非 病 原 性 大 
腸 菌 K-12株 （以 下 、K-12株 ）で は 100種 を 超 え る sRNAが 同 定 さ れ て い る 。 し 
か し な が ら そ の 多 く は 機 能 未 知 で あ る 。 当 研 究 室 で は 、 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 
0157:H7Sakai株 （0157 Sakai株 ） に 存 在 す る sRNAの 網 羅 的 探 索 を 行 い 、新規 
sRNA である Esr41 (enterohemorrhagic Escherichia coli 0157 small RNA #41) を同 
定 し た 。 以rWの 過 剰 発 現 に よ り 、宿 主 細 胞 へ の 接 着 性 の 低 下 、及 び 細 胞 接 着 に 
直 接 関 与 す る III型 分 泌 装 置 の 構 成 タ ン パ ク 質 や 分 泌 タ ン パ ク 質 の 量 の 減 少 が 起 
こ る こ と が 見 出 さ れ た 。III型 分 泌 装 置 と そ の 分 泌 タ ン パ ク 質 は LEE (locus of 
enterocyte effacement)遺伝子群にコードされてレ、る こ と か ら 、Esr41は LEE遺伝 
子 群 の 発 現 を 抑 制 し て い る こ と が 予 想 さ れ た 。
以 上 の 結 果 を 基 に 、本 研 究 で は 、Esr41に よ る LEE遺 伝 子 群 発 現 の 抑 
制 機 構 （第 2章)、Hfqに よ る Esr41安定イ匕機構（第 3章 ） の 解 明 を 目 指 し た 。 
ま た 過 剰 発 現 株 に お い て 、遊 走 性 の 上昇、及 び 遊 走 性 を 司 る べ ん 毛 の 構 成 
因 子 FliCタ ン パ ク 質 量 の 増 加 を 新 た に 見 出 し た 。そ の た め 、Esr41に よ るべん毛 
遺 伝 子 群 発 現 の 促 進 機 構 （第 4章 ） の 解 明 を 目 指 し た 。
第 2章 Esr41に よ る LEE遺 伝 子 群 発 現 の 抑 制 機 構 の 解 析
Esr41に よ る LEE遺 伝 子 群 の 発 現 抑 制 を 定 量 的 PCRに よ り 検 証 し た 結 
果 、esr41の 過 剰 発 現 に よ り 、LEE遺 伝 子 群 全 体 の 発 現 を 制 御 す る 転 写 因 子/び 
とlerの 発 現 を 制 御 す るpchAの mRNA量 が 減 少 し た 。 次 に Esr41の標的遺伝子 
の 同 定 を 行 っ た と こ ろ 、Esr41は /げ を 標 的 と し 、 そ の 翻 訳 を 抑 制 す る こ と が 示 
唆 さ れ た 。 バ ク テ リ ア sRNAに よ る 標 的 mRNAと の 塩 基 対 形 成 を 介 し た 翻 訳 制 
御 で は RNAシ ャ ぺ ロ ン 活 性 を 持 つ RNA結 合 タ ン パ ク 質 Hfqが 重 要 な 役 割 を 果 
た す こ と が 知 ら れ て お り 、Esr41に よ るler抑 制 は Hfqに 依 存 す る こ と か ら 、Esr41 
は、ler mRNAと 塩 基 対 形 成 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で、in vitroで の Esr41 
と ler mRNAの 結 合 を ゲ ル シ フ ト 法 に よ り 解 析 し た と こ ろ 、Hfq存 在 下 で の み 
Esr41//er mRNA/Hfqの 三 者 複 合 体 が 形 成 さ れ た 。 次 に Esr41//er mRNA間の塩基 
対 形 成 領 域 を 同 定 す る た め に 、/er mRNA 、 も し く は Esr41に 変 異 を 導 入 し 、 そ 
の 効 果 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、/ermRNAの SD配 列 、及 び Esr41の 16 - 28塩基 
領 域 が Esr41に よ る /er抑 制 に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
第 3章 Hfqに よ る Esr41安 定 化 機 構 の 解 析
sRNAに よ る 翻 訳 制 御 に お け る Hfqの 役 割 の 一 つ と し て 、sRNAの安定 
化 が 挙 げ ら れ る 。本 研 究 で は 、Esr41の 安 定 化 に お け る Hfqの 寄 与 、及 び Hfqに 
よ る sRNAの 安 定 化 に 必 要 な Esr41の 構 造 的 特 徴 を 解 析 し た 。
in vitroに お い て Hfqが Esr41と 結 合 す る こ と を 確 認 し た 。加 え て 、Esr41 
の 安 定 性 を 野 生 株 と 物 欠 損 株 で 解 析 し た 結 果 、物 欠 損 株 で は Esr41の安定性 
が 著 し く 低 下 す る こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、Esr41は Hfqと結合するこ 
と で 安 定 化 す る こ と を 示 す 。次 に 、Esr41の 転 写 開 始 点 か ら Rho非依存性ターミ 
ネ ー タ ー の 手 前 ま で の 範 囲 に 系 統 的 に 5、ま た は 6塩 基 の 欠 失 を 導 入 し た 一 連 の 
Esr41部 分 欠 失 体 を 、野 生 株 と Zz/分欠 損 株 で 産 生 さ せ 、各 Esr41部 分 欠 失 体 の RNA 
量 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 ；Esr41の 11-15塩 基 領 域 欠 失 体 の 量 は 野 生 株 に お い 
て 著 し く 低 下 し 、そ れ は /^欠 損 株 で の RNA量 と 同 程 度 で あ っ た 。ま た 、31-35 
塩 基 領 域 欠 失 体 に お い て も 、同 様 の 結 果 を 得 た 。こ の 2つ の Esr41部分欠失体と 
Hfqの 結 合 を ゲ ル シ フ ト 法 で 解 析 し た 結 果 、こ の 2つ の 欠 失 体 は Hfqと結合し難 
い こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、11-15塩 基 、及 び 31-35領 域 欠 失 体 の RNA 
量 の 低 下 は 、Hfqと の 結 合 能 の 低 下 に 起 因 す る と 思 わ れ た 。 野 生 型 Esr41には 
Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 直 上 流 に ス テ ム ル ー プ が 存 在 す る が 、 11-15塩
基 、及 び 31-35塩 基 領 域 欠 失 体 で は 、 この ス テ ムル ー プ が 形 成 さ れ な い こ と が 
予 想 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、Hfqと の 結 合 に お い て 、Esr41の Rho非依存性タ 
一 ミ ネ ー タ ー の 直 上 流 の ス テ ムル ー プ が 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
第 4章 Esr41に よ る べ ん 毛 遺 伝 子 群 発 現 の 促 進 機 構 の 解 析
0157 Sakai株 に お い てesr41を 過 剰 に 発 現 さ せ る と 、遊 走 性 の 上 昇 、及 
び べ ん 毛 の 主 要 構 成 タ ン パ ク 質 FliC (フ ラ ジ ェ リ ン ） の量の増加が起こること 
を 見出した。0157 Sakai株 に お い て 、べ ん 毛 遺 伝 子 群 は LEE遺 伝 子 群 と 協 調 的 
な 発 現 制 御 を 受 け る こ と が 報 告 さ れ て い る た め 、こ の 遊 走 性 の 上 昇 は Esr41によ 
る /び の 発 現 抑 制 を 介 し て 引 き 起 こ さ れ た と 考 え ら れ た 。 しかしながら、LEE遺 
伝 子 群 が 存 在 し な い K-12株 で 以Miを 発 現 さ せ た 場 合 、遊 走 性 の 上 昇 が 見 ら れ 、
さ ら に べ ん 毛 遺 伝 子 群 の 最 上 流 転 写 因 子 の 一 つ FlhDタンパク質量の増加も見ら 
れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、Esr41はメ;zZ)の 発 現 を 促 進 す る こ と が 予 想 さ れ た 。 こ 
の 機 構 の 解 明 を 目 指 し て 解 析 し た と こ ろ 、^ ^iの 発 現 に よ る ガ/の プ ロ モ ー タ ー  
活十生の変動は見られなかった一 方 で 、JlhDプ ロ モ ー タ ー を ア ラ ビ ノ ー ス プ ロ モ  
'—タ'— に 置 換 し た 遺 fs子 を 用 い て も 、 の 発 現 に よ り FlhDタンパク質 
量 の 増 加 が 見 ら れ た 。 こ の 結 果 は 、Esr41が/;zDの 翻 訳 を 促 進 す る こ と を 示 す 。
第 5章 総 合 考 察
0157 Sakai株 に お い て LEE遺 伝 子 群 の 発 現 が 上 昇 す る 場 合 に は 、べん 
毛 遺 伝 子 群 の 発 現 は 抑 制 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の 2つ の 遺 伝 子 群 の 協 
調 的 発 現 制 御 の 意 義 は 、宿 主 細 胞 へ の 接 着 後 で は 運 動 性 を 司 る べ ん 毛 は 不 必 要 
で あ る た め 、 ま た 、 べ ん 毛 は 宿 主 側 の 免 疫 の 対 象 と な る の で 感 染 後 は 、 宿主の 
自 然 免 疫 系 の 応 答 を 回 避 す る た め だ と 考 え ら れ て い る 。Esr41は 、現 在 報 告 さ れ 
て い る 協 調 的 発 現 制 御 と は 逆 の 制 御 、っ ま り LEE遺 伝 子 群 の 発 現 を 抑 制 し 、ベ 
ん 毛 遺 伝 子 群 の 発 現 を 促 進 す る 新 因 子 で あ る こ と か ら 、0157 Sakai株 の 病 原 性 
発 現 制 御 機 構 の 一 端 を 担 っ て い る と 考 え ら れ る 。esr41の発現 制 御 機 構 は 未 解 明 
で あ る が 、何 ら か の 環 境 条 件 下 で は 転 写 誘 導 さ れ 、0157株 の 感 染 戦 略 ， 
生 存 戦 略 に お い て 重 要 な 働 き を す る こ と が 予 想 さ れ る 。 そ の た め 、Esr41の生理 
学 的 意 義 を 追 求 す る た め に は 、esr41の 発 現 制 御 機 構 を 理 解 す る こ と が 重 要 で あ 
ると考える。
第 1章 序 論
(1)低 分 子 RNAと Hfq
遺 伝 子 発 現 制 御 を 担 う 低 分 子 RNA (以 下 、sRNAと表記する） は 、真 
正 細 菌 に お い て 広 く 保 存 さ れ て お り 、 そ の 多 く は 様 々 な ス ト レ ス 条 件 下 で 転 写 
誘 導 さ れ 、標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る こ と が 知 ら れ て い る （Gottesman，2004; 
Papenfort and Vogel, 2010; Wassarman, 2002; Waters and Storz, 2009)。sRNA による 
遺 伝 子 発 現 制 御 は 、多 く の 場 合 、翻 訳 制 御 で あ り 、sRNAは 標 的 遺 伝 子 の mRNA 
と の 塩 基 対 形 成 を 介 し て 翻 訳 効 率 の 低 下 、及 び 標 的 mRNAの 分 解 促 進 、また例 
は 少 な い も の の 、mRNAの 二 次 構 造 を 変 化 に 伴 う 翻 訳 効 率 の 上 昇 を 引 き 起 こ す 
(Lease et al., 1998; Majdalani et al., 1998; Vederek et al., 2010)。 このような sRNA 
に よ る 翻 訳 制 御 に は RNAシ ャ ペ ロ ン 活 性 を 持 つ Hfqが 必 須 の 因 子 と し て 機 能 
す る （Aiba，2007; Vogel and Luisi, 2011)。Hfqは N末 端 側 の Smドメインを介し 
て ド ー ナ ッ ツ 型 の ホ モ 6量 体 の 環 構 造 を 形 成 す る （M0ller et al., 2002a; 
Schumacher et al.，2002; Zhang et al.，2002)。 ま た、Hfq は RNA 結 合 タ ン パ ク 質 で 
あり 、RNAシ ャ ペ ロ ン 活 性 が 確 認 さ れ て い る 。 sRNAの 作 用 に お け る Hfqの役 
割 と し て 、sRNAの 安 定 化 （Gottesman，2004)、sRNAと 標 的 mRNAの間の塩基 
対 形 成 の 促 進 （Kawamoto et al., 2006)、sRNA-mRNA複 合 体 に エ ン ド リ ボ ヌ ク レ 
ア ー ゼ で あ る RNaseEを リ ク ル ー ト す る こ と が 挙 げ ら れ る （Moritaet al.，2005)。 
しかしながら、Hfqの sRNA/標 的 mRNA間 の 塩 基 対 形 成 促 進 機 構 や sRNAの安 
定 化 機 構 の 詳 細 に つ い て は 未 解 明 で あ る 。
sRNAの 網 羅 的 な 探 索 は 、多 く の 真 正 細 菌 で 行 わ れ て お り 、特に大腸菌 
で は 様 々 な 方 法 を 用 い て 行 わ れ て い る （Kawano et al., 2005; Huang et al., 2009;
4
Sharma and Vogel, 2009; Sittka et al., 2008; Zhang et al., 2003)。そ れ ら の 解 析 の 結 果 、 
現 在 ま で に 約 110種 の sRNAが 大 腸 菌 遺 伝 子 発 現 ネ ッ ト ワ ー ク 統 合 デ ー タ べ 一 
ス RegulonDBに 登 録 さ れ て い る （Salgadoetal.，2013)。 しかしな が ら 、 これらの 
解 析 は 主 に 非 病 原 性 大 腸 菌 K-12株 を 用 い て 行 わ れ た も の で あ り 、腸 管 出 血 性 大 
腸 菌 を 含 む 病 原 性 大 腸 菌 に 存 在 す る sRNAの 網 羅 的 探 索 は あ ま り 行 わ れ て い な 
い が 、当研究室では腸管出血■性 大 腸 菌 （enterohemorrhagic Esr/jm’c/nVa co" : EHEC 
と表記する）0157:H7Sakai株 （0157 Sakai株 と 表 記 す る ） に 存 在 す る sRNAを 
複 数 種 、 同 定 し て い る （Sudo et al., 2014)。
(2) 0157 Sakai 株
0157 Sakaiは、1996年 に 大 阪•堺 市 で 起 き た 集 団 感 染 時 に 単 離 さ れ た 
EHECである。EHECが ヒ ト に 感 染 す る と 出 血 性 大 腸 炎 を 引 き 起 こ し 、重篤な場 
合 は 溶i性 尿 毒 症 や 脳 症 と い っ た 疾 患 を 合 併 す る （Frankel et al., 1998; Nataro and 
Kaper，1998)。EHECの 病 原 性 は 腸 管 上 皮 細 胞 に 接 着 す る こ と に よ り 発 揮 さ れ る 。 
こ の 腸 管 上 皮 細 胞 へ の 接 着 に は 、III型 分 泌 装 置 と そ こ か ら 分 泌 さ れ る 分 泌 タ ン 
パ ク 質 が 重 要 な 働 き を す る こ と が 知 ら れ て お り 、EHECは こ の III型分泌装置を 
介 し て 腸 管 上 皮 細 胞 に 接 着 し 、病 原 性 を 発 揮 す る （Elliott et al., 1998; Frankel et al., 
1998; Nataro and Kaper, 1998)。III型 分 泌 装 置 や 多 く の 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、5つオ 
ペ ロ ン （LEE1〜5)か ら 構 成 さ れ る LEE (locusofenterocyteeffacement) 遺伝子群 
にコ，一 ド さ れ て い る （Frankel et al.,1998; Nataro and Kaper,1998)。 ま た、LEE 遺 
伝 子 群 は 、LEE1オ ペ ロ ン の 先 頭 に コ ー ド さ れ て い る 転 写 因 子lerによって正に 
制 御 さ れ て お り （Elliott et al., 2000; Mellies et al., 1999)、ler は 転 写 因 子pchA、B、
Cに よ っ て 正 に 制 御 さ れ て い る 。；? B、Cの 使 い 分 け に つ い て は 未 解 明 な 点 
が多いが、]ychAの 重 要 度 が 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る（Iyoda and Watanabe, 2004)。
病 原 性 発 現 の 際 、べ ん 毛 遺 伝 子 群 は GrlRAシ ス テ ム を 介 し て 、発現が 
抑 制 さ れ る （Iyodaetal.,2006)。 そ の 意 義 は 、宿 主 細 胞 へ の 感 染 の 際 、べん毛は 
宿 主 側 の 抗 体 の 標 的 と な る た め 、そ れ を 避 け る た め だ と 考 え ら れ て い る （Hayashi 
etal.,2001a)。加 え て 、べ ん 毛 遺 伝 子 群 を 構 成 的 に 発 現 さ せ た EHECで は 、宿主 
細 胞 へ の 接 着 性 が 減 少 す る こ と も 報 告 さ れ て お り （Iyoda et al., 2006)、 このよう 
な LEE遺 伝 子 群 と べ ん 毛 遺 伝 子 群 の 相 関 的 な 発 現 制 御 は 、EHECの 病 原性発現 
に お い て 重 要 だ と 考 え ら れ る 。
0157 Sakai株 の 全 ゲ ノ ム 配 列 は 2001年 に 決 定 さ れ た （Hayashi et al., 
2001b)。 既 知 の 非 病 原 性 大 腸 菌 K12株 の 染 色 体 ゲ ノ ム 配 列 と 比 較 す る と、0157 
Sakai株 （染 色 体 ゲ ノ ム 約 5.5 Mbpと 2つ の プ ラ ス ミ ド 約 0.1Mbp)と K-12株 （約 
4.6 Mbp)の 間 で 4.1Mbpに わ た る 領 域 が 非 常 に よ く 保 存 さ れ て お り 、 この領域 
内 で の 遺 伝 子 の 配 置 は ほ ぼ 同 じ で あ る 。 こ の 高 度 に 保 存 さ れ た ゲ ノ ム の 基 本 骨 
格 に 、各 菌 株 に 特 異 的 な 様 々 な 大 き さ の DNA断 片 が さ ま ざ ま な 箇 所 に 多 数 挿 入 
されており、0157 Sakai株 に 特 異 的 な 配 列 は Sル ー プ 、K-12株 に 特 異 的 な 配 列 
は Kル ー プ と 呼 ば れ て い る 。 Sル ー プ の う ち 、 大 き な ル ー プ の 約 60% はプロフ 
ァ ー ジ あ る い は フ ァ ー ジ 様 エ レ メ ン ト で あ り 、 明 ら か に プ ロ フ ァ ー ジ と 判 定 で 
き る 領 域 が 18ヶ 所 （Sakai prophage ; Spl-18)存 在 す る 。 ま た プ ロ フ ァ ー ジ 様 
の 可 動 性 遺 伝 因 子 と 考 え ら れ る も の が 6ヶ 所 あ る （Sakai prophage like elements ; 
SpLEl-6)。Kル ー プ も 同 様 で あ り 、外 来 性 遺 伝 子 の 獲 得 に お い て フ ァ ー ジ あ る 
い は フ ァ ー ジ 様 の 遺 伝 因 子 が 大 き な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ る （Hayashi
et al., 2001b)。Sル ー プ に は 2種 類 の ぬ な ど 多 数 の 病 原 性 関 連 遺 伝 子 が コ ー ド 
さ れ て い る （Tobeetal.,2006)。 しかしながら、0157 Sakai株 に お け る 病 原 性 発 
現 の 制 御 機 構 は 未 だ 不 明 な 点 が 多 く 、病 原 性 発 現 制 御 に 関 わ る 未 知 の 因 子 が S 
ル ー プ 上 に コ ー ド さ れ て い る 可 能 性 は 極 め て 高 い 。
(3) 0157 Sakai株 に 存 在 す る 新 規 sRNAの 同 定 （Sudo et al., 2014)
当 研 究 室 で は、0157 Sakai株 に 存 在 す る 新 規 sRNAの 同 定 を 目 的 に、S 
ル ー プ の 遺 伝 子 間 領 域 （intergenic region : IGR) に 着 目 し て 解 析 を 行 っ た 。 つま 
り、 こ こ で 同 定 さ れ る sRNAは 0157 Sakai株 に 存 在 し 、K-12株 に は 存 在 し な い 
ことを意味する。 情 報 学 的 解 析 に よ り 、Sル ー プ に は 400 bp以 上 の IGRが 115 
力 所 存 在 す る こ と が わ か り 、各 IGRを IGR1-IGR115とした。こ の IGRの 中 で 、
「シ グ マ 70型 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 」 と 「Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 配 列 」 の 
両 方 を 有 す る IGRを 探 索 し た 結 果 、27力 所 を 同 定 し た （図 1)。このうち、IGR41 
の 予 想 転 写 領 域 に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 
結 果 、 特 異 的 な バ ン ド を 検 出 し た （図 2A)。 ま た 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 法 に よ り 同 
定 し た 5,末 端 の 位 置 、Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 位 置 、及びノーザンブロ 
ッ テ ィ ン ダ の 結 果 か ら 、検 出 し た 転 写 産 物 は 66 - 74 ntで あ る こ と が 予 想 さ れ 、 
これを Esr41 (enterohemorrhagic Escherichia coli 0157 small RNA #41) と名付け 
た （図 2)。0157 Sakai株 に お い て が rW遺 伝 子 は SpLElの 内 部 に 存 在 す る （図 
3A)。esr41は 0157 Sakai株 以 外 の EHECや 赤 痢 菌 の ゲ ノ ム に も 存 在 す る （図 3B)。 
こ れ ら のesr41の 配 列 は プ ロ モ'一 タ'一配列からコ'— ド領域まで高度に保存され
ている。0157 Sakai 株 だ け で な く 、0157:H7 EDL933 株 、026:H11株 、0111:H-
株 の EHECは SpLEl、も し く はSpLEl様 ェ レ メ ン ト を 持 ち （Kusumoto et al, 2009)、
こ の 上 にesr41が 存 在 し て い る 。 0157:H7 EDL933株 はesr41を 2コ ピ ー 持 ち 、
1つ は SpLEl上 に 存 在 す る 。一 方 、赤 痢 菌 (Shigela)に は SpLEl様エレメント 
は 存 在 し な い た め 、赤 痢 菌 に お け るesr41獲 得 過 程 は 単 純 な フ ァ ー ジ に よ る 水 平 
伝 播 で は な い こ と が 予 想 さ れ る 。
(4) esr41過 剰 発 現 株 の 表 現 型
Esr41の 機 能 を 解 明 す る 目 的 で 、esr41の 転 写 領 域 と 予 想 さ れ る 転 写 制 
御 領 域 （Esr41の 5,末 端 を+1とした場合の-483から+114)を 運 ぶ pBRタイプの 
プ ラ ス ミ ド pRS-Esr41を 構築した。pRS-Esr41を 保 持 す る 0157 Sakai株 は 、保 持 
し な い 株 と 比 べesrWを 過 剰 に 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 このesr41過剰 
発 現 株 を 用 い て 宿 主 細 胞 へ の 接 着 性 を 解 析 し た 結 果 、esr41の 過 剰 発 現 に よ り 細 
胞 接 着 性 が 低 下 す る こ と を 見 出 し た （図 4)。 ま た 、細 胞 接 着 に 直 接 関 与 す る III 
型 分 泌 装 置 の 構 成 タ ン パ ク 質 や 分 泌 タ ン パ ク 質 の 量 が 減 少 す る こ と を 見 出 し た 
(図 5)。III型 分 泌 装 置 と そ の 分 泌 タ ン パ ク 質 は LEE遺 伝 子 群 に コ ー ド さ れ て い 
る こ と か ら 、Esr41は LEE遺 伝 子 群 の 発 現 を 抑 制 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
一 方 、esr41欠 損 に よ る 表 現 型 へ の 影 響 は 見 ら れ な か っ た 。
(5) 本研究の目的
本 研 究 は 、以 上 の 知 見 を 基 に 、Esr41に よ る LEE遺 伝 子 群 発 現 の 抑 制 
機 構 （第 2章)、Hfqに よ る Esr41安 定 化 機 構 （第 3章） の 解 明 を 目 指 し た 。 ま 
た 烈Mi過 剰 発 現 株 に お い て 、遊 走 性 の 上 昇 、及 び 遊 走 性 を 司 る べ ん 毛 の 構 成 因 
子 FliCタ ン パ ク 質 量 の 増 加 を す る こ と を 新 た に 見 出 し た 。そ の た め 、Esr41によ 
る べ ん 毛 遺 伝 子 群 発 現 の 促 進 機 構 （第 4章 ） の 解 明 を 目 指 し た 。
0157 Sakai geno m e 
(〜 5.6 M bp)
K-12 geno m e 
(〜 4.6 M bp)
0157 Sakai-specific region 1_5Mbp 1,719 genes
Intergenic region (IGR) longer than 400 bp 115 regions
IGR with a70 type promoter and Rho-independent terminator 27 regions
IG R4IECs1362
A. ECs1363
図丨0157 Sakai株とK-12株のゲノム比較と転写単位を持つ遑伝子間領域の同定
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図2 Esr41の同定I
A.0157 Sakai株におけるesr4/遺伝子の発現。大腸菌K-12 W310株(レーン1:Kと記す〉、 
及び0157 Sakai株（レーン2:0と記す)をLBで培養し、RNA試料を調製した。RNA試料を 01igo*4丨をプローブとして用いたノーザンブロッティングにより解析した。左側にRNAマ一 
カーの位置を示す。B. Esr41の5'末端の同定。0丨57 531«丨株から調製した1^八試料を32丨)標識した0丨§0-41を 
用いたプライマ一伸長法により解析した。矢印はEsr41の主要な5'末端を示す伸長バン 
ドを、アスタリスクはEsr41の主要な5，末端を示す。C.以/^7遺伝子の染色体上での配置。 遺伝子のコーディング領域を網かけ文字で、 
予想される-丨0、-35のプロモータ一領域、及びRho非依存的ターミネータ一に対応する配 
列を下線で示す。D. Esr41の予想される二次構造。mfold (Zuker, 2003)により予測したEsr41の二次構造。 
数字は5'末端を+丨としたときの塩基数。
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図3Esr41の同定n
A.以遺伝子の染色体上における位置。
B. 遺伝子を保持する細菌。EHECは腸管出血性大腸菌を表す。太文字は遺伝子の5'末端を、アスタリスクは 0157:H7 Sakai株の配列と塩基配列が異なる部位を、太文字斜体はOl57:H7 Sakai株 
の配列と異なる塩基を示す。
microcolonies
host cell
図4 の過剰発現により、0157 Sakai株の細胞接着能が低下する。
esr*/過剰発現株の/« v/7ro細胞接着性解析。pRS414 (vec)、またはpRS-Esr41 (Esr4りを保 
持するSK1-5142株を宿主細胞(HEp-2細胞）と共に培養し、洗浄後、bis-benzimide H3342 
により染色体DNAを染色し、顕微鏡により観察した。
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図5作/^/の過剰発現により、0157 Sakai株の分泌タンパク質と川型分泌装置の構成因子の発現は減少する。
A.eW/過剰発現株の細胞上清中に含まれる全分泌タンパク質の解析。
図右にタンパク質サイズから予想される分泌タンパク質名を示す。B.^rW過剰発現株の菌体中に含まれる分泌タンパク質（EspB)の解析。 pRS414 (vec)、またはpRS-Esr41 (Esr41)を保持するSK■丨-5142株(WT)、または SKI-5142A^r*/株(Aew/7)をDMEMで培養し、遠心分離によりと培養上清と菌体沈殿 
に分画した。培養上清中のタンパク質をTCA沈殿法により濃縮したタンパク質試料を、 SDS-PAGE丨こより分離、CBB染色により解析した(A)。また、菌体沈殿からタンパク質試 
料を調製し、anti-EspB抗体、及びanti-RpoA抗体を用いたウェスタンブロッテイングにより 
解析した(B)。
WT Aesr41
A
(kDa) A0 
100
p D
BA 
p p p s s E E
5
S
 
s E
543
補 
一
2 1
14
第 2章 Esr41に よ るLEE遺 伝 子 群 発 現 の 抑 制 機 構 の 解 析
1. 要旨
こ れ ま で の 解 析 か ら 、wrW過 剰 発 現 株 で は 、III型 分 泌 装 置 が 形 成 さ れ 
ず 、そ の た め 宿 主 細 胞 へ の 接 着 能 が 低 下 す る こ と が 示 さ れ た 。 ま た III型 分 泌 装 
置 と 多 く の 分 泌 タ ン パ ク 質 は LEE遺 伝 子 群 に コ ー ド さ れ て い る こ と か ら 、Esr41 
は LEE遺 伝 子 群 全 体 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 本 章 で は 、 
Esr41に よ る LEE遺 伝 子 群 の 発 現 抑 制 機 構 の 解 明 を 目 的 と し た 解 析 を 行 っ た 。
esr41の 過 剰 発 現 に よ る LEE遺 伝 子 群 、及 び そ の 制 御 因 子 の 発 現 の 変 動 
を、定 量 的 PCRを 用 い て 解 析 し た 結 果 、LEE遺 伝 子 群 の LEE5オ ペ ロ ン(espB)、 
及 び LEE遺 伝 子 群 の 発 現 を 制 御 す る 転 写 因 子 /erを 含 む LEE1オ ペ ロ ン 、pchA、 
及 びIrhAの mRNA量 の 減 少 が 見 ら れ た 。次 に Esr41の標的 遺 伝 子 の 同 定 を 行 っ 
た と こ ろ 、Esr41は /erを 標 的 と し 、 そ の 翻 訳 を 抑 制 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。加 
えて、こ の Esr41に よ るler抑 制 は 、RNA結 合 タ ン パ ク 質 Hfqに依存することが 
示 さ れ た 。Hfqは 、sRNAに よ る 標 的 mRNAと の 塩 基 対 形 成 を 介 し た 翻 訳 制 御 
に お い て 重 要 な 因 子 で あ る こ と か ら 、Esr41はler mRNAと塩基対形成すること 
が 示 唆 さ れ た 。そ こ で 、wvzYroで の Esr41と /er mRNAの 結 合 を ゲ ル シ フ ト 法 に 
よ り 解 析 し た と こ ろ 、Hfq存 在 下 で の み Esr41//er mRNA/Hfqの 三 者 複 合 体 が 形 
成 さ れ た 。次 に Esr41//er mRNA間 の 塩 基 対 形 成 領 域 を 同 定 す る た め に、ler mRNA, 
も し く は Esr41に 変 異 を 導 入 し 、 そ の 効 果 を 解 析 し た 。 そ の 結 果、ler mRNAの 
SD配 列 、及 び Esr41の 16 - 28塩 基 領 域 が Esr41に よ るler抑 制に重要であるこ 
とが示された。
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2. 結果
(1)esr41の 過 剰 発 現 に よ りpchA, B, C、及 び LEE遺 伝 子 群 の mRNA量が減少
す る 。
III型 分 泌 装 置 、及 び 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、Sル ー プ に あ る LEE遺伝子群 
に コ ー ド さ れ て い る 。LEE遺 伝 子 群 は 5つ の オ ペ ロ ン （LEE1-5) から成るいわ 
ゆ る pathogenic islandで あ り 、約 40種 の 病 原 性 関 連 遺 伝 子 が 存 在 す る （Frankel et 
al., 1998; Nataro and Kaper, 1998)。LEE遺 伝 子 群 の 主 要 な 発 現 制 御 は LEE1オペ 
ロ ン の 先 頭 に コ ー ド さ れ て い る 転 写 因 子 Lerを 介 し て 行 わ れ て い る （Elliott et al, 
2000; Mellies et al., 1999)。LEE1オ ペ ロ ン の 転 写 は 様 々 な 因 子 に よ り 制 御 さ れ て 
い る こ と が 報 告 さ れ て い る が 、 そ の 中 で も 転 写 因 子 Pchが 重 要 で あ り 、 その遺 
伝 子 は 0157株 染 色 体 上 に 5コ ピ ー (pchA - E)存 在 し 、各 コ ピ ー は 染 色 体 上 に 
散 在 し て い る 。各 コ ピ ー の 単 独 欠 損 株 、及 び 多 重 欠 失 株 の 解 析 か ら 、5コピーの 
うち、 実 際 に 発 現 し 、機 能 し て い る の は ；^ ん4,双C と 考 え ら れ て お り 、特に病原 
性 発 現 に お い てpchAの 寄 与 が 大 き い （Iyoda and Watanabe, 2004)。ま た 、pchA, B 
の 発 現 は LysR型 転 写 因 子 LrhAに よ っ て 正 に 制 御 さ れ る こ と も 報 告 さ れ て い る 
(Honda et al., 2009)。
esr41の 過 剰 発 現 に よ っ て LEE遺 伝 子 群 に コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 
質 量 が 減 少 し て い る こ と か ら 、LEE遺 伝 子 群 の 発 現 を 制 御 す るlerの発現も抑制 
さ れ て い る 可 能 性 が あ る 。 こ の 可 能 性 の 検 証 の た め 、0157 Sakai株 で あ る 
SKI-5142株 に 、esr41遺 伝 子 と そ の 予 想 転 写 制 御 領 域 を 運 ぶ プ ラ ス ミ ド 
pRS-Esr41(ま た は ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド pRS414)を 保 持 さ せ 、これらを病原性遺 
伝 子 の 発 現 上 昇 を 引 き 起 こ す DMEM (Abeetal.,2002)で 培 養 し た 。 これらの細
16
胞におけるかん4、pchA, B, C、LEE1オ ペ ロ ン(ler), LEE5オ ペ ロ ン(espB)の 
mRNA量 を 定 量 的 PCRに よ っ て 解 析 し た 結 果 、pRS-Esr41を 保 持 す るesr41過剰 
発 現 株 の pcW，5, C (こ れ ら の 遺 伝 子 は 相 同 性 が 高 い た め 、各 mRNA量を 
区 別 し て 測 定 す る こ と は 難 し い ）、LEE1オ ペ ロ ン(ler)、LEE5オ ペ ロ ン 、espB) 
の mRNA量 は 、pRS414を 保 持 す る 株 と 比 べ て 、 そ れ ぞ れ 約 0.2倍 、0.5倍 、0.2 
倍 、0.1倍 と 顕 著 に 減 少 し た （図 6A，B)。 こ れ ら の 結 果 は 、以rWの過剰発現によ 
りLEE遺fe子群の主要なレギュレータ'— で あ るIrhA、pchA, B, C、及 び /erの発 
現 量 が 減 少 す る こ と で 、LEE5オ ペ ロ ン の 発 現 量 が 減 少 し た こ と を 示 し 、同時に 
Lerの 制 御 を 受 け る LEE2 - 4の 各 オ ペ ロ ン の 発 現 量 も 減 少 し て い る 可 能 性 が 高 
い。ま た こ の 結 果 は 、IrhA、もしくはかん4の 発 現 制 御 因 子 が Esr41の標的の一つ 
で あ る こ と を 示 唆 す る 。 しかしながら、かん4と 比 べ そ の 制 御 下 に あ る；? C 
の 方 がesr41の 過 剰 発 現 に よ る 影 響 が 少 な い と い う 結 果 か ら 、pchA, B, Cの転写 
に お い て は 、IrhAよ り 他 の 転 写 因 子 の 寄 与 が 大 き い と 考 え ら れ る 。 そ の た め 、 
Esr41に よ る LEE遺 伝 子 群 の 発 現 抑 制 に お い て 、pchA, B, C、及 びlerの発現抑制 
が 、/rWの 発 現 抑 制 よ り 重 要 で あ る 可 能 性 が 高 い 。
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図6パ/^/の過剰発現によリ、/7^、pc7i/l、及びLEE遺伝子群のmRNA量が減少する。
A.ewW過剰発現株における/r/^、pc/t4、及びLEE遺伝子群の遺伝子発現解析。pRS414 (vec)、またはpRS-Esr41 (Esr41)を保持するSK丨-5142株をDMEMで培養し、RNA試料を 
調製した。RNA試料からcDNA試料を調製し、lrhA、uchA、及びLEE遺伝子群(/び、及び eザB)のmRNA量を定量的PCRにより解析した。B•図6Aのまとめ、及び予想したEsr41の標的遺伝子。pRS414を保持するSK丨-5142株と比 
ベ、pRS-Esr41を保持するSKI-5142株の方が、mRNA量が減少している遺伝子を下矢 
印（青)で示す。
(2) Esr41は /び を 標 的 と し 、 そ の 翻 訳 を 抑 制 す る 。
Esr41に よ る LEE遺 伝 子 群 の 発 現 抑 制 は 、pchA, B, C、及 びlerの発現抑 
制 に 起 因 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。そ の た め 、pchA, B, C、ま た はlerが Esr41の標 
的 で あ り 、Esr41が そ の 発 現 を 抑 制 す る 可 能 性 が 高 い 。 こ れ を 検 証 す る 目 的 で 、 
pchA転 写 制 御 領 域 か ら 開 始 コ ド ン か ら 19ア ミ ノ 酸 ま で の 領 域 （参 考 図 1)を、 
もしくは ler の 2 つ あ る プ ロ モ ー タ ー P1と P2 (Islam et al., 2011; Sharp and 
Sperandio, 2007)の う ち 開 始 コ ド ン に 近 い P2プ ロ モ ー タ ー か ら 、 開 始 コ ド ン か 
ら 13ア ミ ノ 酸 ま で の 領 域 （参 考 図 1)を、SD配 列 と 開 始 コ ド ン が 欠 損 し た /如Z 
遺 子 に イ ン フ レ 一 ム で 結 合 さ せ た ；?c/i<4’-/acZ、/er’-/flcZを 構 築 し た （図 7A左)。 
こ れ ら の コ ン ス ト ラ ク ト を 運 ぶ pMW218プ ラ ス ミ ド で 、pRS-Esr41(もしくはコ 
ン ト ロ ー ル と し て PRS414)を 保 持 す るlacを 欠 損 し て い る 0157 Sakai株 
(SKI-5142)を 形 質 転 換 し た 。 こ れ ら の 形 質 転 換 体 を DMEMで 培 養 し 、各形質 
転 換 体 の 卜 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 の 保 持 菌 、 
ler'-lacZの 保 持 菌 の 両 方 で 、pRS414保 持 菌 と 比 較 し て 、pRS-Esr41保 持 菌 は p- 
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 が 低 下 し た （図 7B)。 こ れ ら の 結 果 は 、 定 量 的 PCRで得 
ら れ た 結 果 （図 6)と一致する。 Esr41に よ る /erWflcZの 活 性 の 低 下 は 上 流 因 子 
で あ るpchAの 発 現 低 下 に 依 る 可 能 性 が あ り 、 同 様 に Esr41に よ るpchA ’-lacZの 
活 性 の 低 下 は 何 ら か の 上 流 因 子 の 発 現 の 変 動 に 依 る 可 能 性 が あ る 。 次 に 
pchA，-lacZ、/erWflcZを 用 い て 同 様 の 解 析 を K-12株 （MG1655A/acZ) でも行った 
結 果 、0157 Sakai株 の 場 合 と 同 様 に が Miの 発 現 に よ る p- ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 
性 の 低 下 が 見 ら れ た （図 7B)。  及 び んrは K-12株 に は 存 在 し な い 遺 伝 子 
で あ る た め 、K-12株 に お け る Esr41に よ る /erVacZの 活 性 の 低 下は少なくとも
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pchAに 依 存 し な い こ と を 示 し 、 し た が っ て 0157 Sakai株 に お け る /er'-/acZの活 
性 の 低 下 も ；?cん4非 依 存 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。ま た K-12株 に お い て も 0157 
Sakai株 同 様 に 、Esr41に よ るpchA，-lacZの 活 性 の 低 下 が み ら れ る こ と は 、Esr41 
の 標 的 が; で あ る 可 能 性 と 、Esr41の 標 的 が 、 の 発 現 を 制 御 す る 何 ら か 
の 因 子 で あ り 、か つ そ の 因 子 が 0157 Sakai株 と K-12株 に 共 通 に 存 在 す る 可 能 性 
が 考 え ら れ る 。
こ こ ま で の 解 析 で は 、Esr41がpchAや !erの 転 写 に 影 響 す る の か 、翻訳 
に 影 響 す る の か を 区 別 で き な い 。 そ こ で 、pchAや lerの プ ロ モ ー タ ー を 、恒常 
的 に 機 能 す る |3-ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子(bla)プ ロ モ ー タ ー に 置 換 し た プ ラ ス ミ ド 
を 構築した。具 体 的 に は 、pchAの 転 写 開 始 点 か ら 開 始 コ ド ン か ら 19アミノ酸ま 
で の 領 域 （参 考 図 1)を、 ま た は 、lerの 開 始 コ ド ン に 近 い プ ロ モ ー タ ー の 転 写 
開 始 点 の 下 流 か ら 、開 始 コ ド ン か ら 13ア ミ ノ 酸 ま で の 領 域 （参 考 図 1)を、SD 
配 列 と 開 始 コ ド ン が 欠 損 し た /acZ遺 伝 子 に イ ン フ レ ー ム で 結 合 さ せ た コ ン ス ト 
フ ク ト をblaプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 い たPbh-pchA’-lacZ、Pbia-ler'-lacZを構 
築 し た 。各 コ ン ス ト ラ ク ト を 運 ぶ プ ラ ス ミ ド で 、pRS-Esr41(ま た は pRS414) を 
保 持 す る SKI-5142株 を 形 質 転 換 し た 。 こ れ ら 形 質 転 換 体 を DMEMで 培 養 し 、 
各 形 質 転 換 体 の P-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、Pbla-pchA，-lacZ 
の 活 性 はesr41の 発 現 に よ り 変 動 し な か っ た が 、Pbh-ler，-lacZの 活 性 はesr41の 
発 現 に よ り 低 下 し た （図 7B)。 次\こPbla-pchA，-lacZ、 を 用 い て 、 同 
様 の 解 析 を K-12株 （MG1655 A/acZ)で 行 っ た 結 果、0157 Sakai株 の 場 合 と 同 様 
の 結 果 を 得 た 。
以 上 の 結 果 は 、Esr41が lerを 標 的 と し 、 そ の 翻 訳 を 抑 制 す る こ と を 示
す 。 一 方 、Esr41は ；?c/l4の 発 現 を 転 写 段 階 で 直 接 、又 は 間 接 的 に抑制すること 
が 示 さ れ た 。Esr41の 作 用 が 直 接 で あ る 場 合 は 、pchAの 転 写 制 御 に 関 わ る DNA 
配 列 に 、Esr41が 特 異 的 に 結 合 す る こ と で 転 写 を 抑 制 す る と い う モ デ ル が 考 え ら 
れ る が 、 そ の よ う な 機 能 を 持 つ RNAの 報 告 は な い 。 一 方 、Esr41の作用が 間 接 
的 で あ る 場 合 は 、前 述 し た よ う に /7C/L4抑 制 に 係 る 因 子 は 0157 Sakai株 と K-12 
株 に 共 通 で あ る 可 能 性 が 高 い 。
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図7 Esr41は/びを棵的とし、その翻訳を抑制する。
A.解析に用いたコンストラク卜の略図。/7c/l4、もしくは/er自身が持つプロモーター依存的に pchA-lacZ、または/er-/^cZ遺伝子が転写されるコンストラク卜（左図）。 遺伝子のプロ 
モ一ター依存的に/?c/7」-んrcZ、またはんr-/crcZ遺伝子が転写されるコンストラク卜（右図）。B. Esr4lの標的遺伝子の同定。pc/^4、もし〈は/^*自身が持つプロモ一タ一依存的に (pchA)sまtこは!er-lacZ(/er)遺伝子が転写されるコンストラク卜を運ぶプラスミド(それぞれ pMW-pchA19a、pMW-ler)または/)/“遺伝子のプロモーター依存的に/ 似Z(れ/7- pchA)、まt:は!er-!acZ 遺伝子が転写されるコンストラク卜を運ぶプラスミド(それぞ 
れpMWbla-pchA19a、pMWbla-lerdl)で、pRS414 (control vector)、またはpRS-Esr41 (Esr4りを保持するSKI-5142株(0157)、及びMG165A/acZ(K-12)株を形質転換した。各 
形質転換体をDMEMで00^= 0.8まで培養し、培養液の卜ガラクトシダーゼ活性を測定し 
た。
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(3 ) Esr41は Hfq依 存 的 にlerの 翻 訳 を 抑 制 す る 。
Esr41の ler発 現 抑 制 機 構 と し て 、sRNAと 標 的 遺 伝 子 の mRNA間の塩 
基 対 形 成 を 介 し た 翻 訳 抑 制 を 予 想 し た （図 8A)。 こ の 作 用 機 構 で は Hfqが必須 
の 因 子 で あ る こ と が わ か っ て お り 、sRNAに よ る 翻 訳 制 御 に お け る Hfqの 役 割 は 、 
① sRNAの安定イヒ（Gottesman，2004)、②sRNAと 標 的mRNA間 の塩基対形成の 
促 進 （Kawamoto et al., 2006)、③sRNA-mRNA複 合 体 に エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 
で あ る RNase Eを リ ク ル 一 ト す る こ と （Morita et al., 2005)である。そ こ で 、Esr41 
に よ る /er抑 制 効 果 が Hfqに 依 存 し て い る か ど う か を 調 べ る た め に 、ler，-lacZ、 
ま た はIWler'lacZを 保 持 す るhfq欠 損 株 （K-12株 ）を用レ、て Esr41の作用を解 
析 し た 。 そ の 結 果 、/ゾ《欠 損 株 で は Esr41に よ る /er抑 制 効 果 が 見 ら れ な か っ た 
(図 8B)。こ の 結 果 は 、Esr41は Hfq依 存 的 に /erの 翻 訳 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
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図8 Esr41はHfq依存的にか/•の翻訳を抑制する。
A.予想されるEsr41によるんr発現抑制機構。Esr41はんr mRNAのSD配列、開始コドン周辺 
と塩基対形成することにより、リボソームのエン卜リーを阻害し、翻訳が抑制されると予想 
した。B. Esr41の/er抑制効果におけるHfqの依存性解析。/び自身が持つプロモータ一依存的丨こ ler’-lacZ (/er)遺伝子が転写されるコンストラク卜を運ぶpMW-ler、またはみ/a遺伝子のプロ 
モ一タ一 依存的にん/*’-/acZ (/^ -/び 丨 遺 伝 子 が 転 写 さ れ る コ ン ス 卜 ラ ク 卜 を 運 ぶ 卩 !^ …!^ - lerdlで、pRS414 (control vector)、またはpRS-Esr41(已541)を保持する 1^0丨65が此嫌 (WT)、及びNS1203株(A/j的を形質転換した。各形質転換体をLB培地で00600=0.8ま 
で培養し、培養液のP-ガラクトシダーゼ活性を測定した。
A リボソーム
SD ler mRNA
S ■ — -3,
Hfq3,
ler mRNA
卜 3,
-------sr4l RNA
I
叫e>\e.
2 T—K-
WT
20 8 6
4
2
o
1 1
 o o o o
( J
0
t)a)> 
l
o
j
co
/
T—寸
 J  の山
)
A
l!
>
t)a30の
03で
|の
0
0ー
03|
036
|
02.
a)>!
-*— »
a3l
Q)[r
24
(4) mW/roに お い て 、Esr41と /er RNAは Hfq存 在 下 で の み 結 合 す る 。
こ れ ま で の 解 析 か ら 、Esr41は fer mRNAと塩基対 形 成 を 介 し て 翻 訳 を 
抑 制 す る こ と が 想 定 さ れ た 。 そ こ で 、Esr41とler mRNAの 間 で 塩 基 対 形 成 可 能 
な 配 列 を 探 索 し た 結 果 、/ermRNAの 148 -172塩 基 と 、Esr41の 11-35塩 基 に 塩 
基 対 形 成 可 能 な 領 域 が 存 在 し た （図 9A)。次 に 、Esr41と/ermRNAの結合を切 
に お い て 確 か め る 目 的 で 、 ゲ ル シ フ ト 法 に よ る 解 析 を 行 っ た 。 こ の と き 、ler 
mRNAと 確 実 に 結 合 す る コ ン ト ロ ー ル と し て 、Esr41の 1-26塩 基 を 、ler mRNA 
の 136 -158塩 基 と 相 補 的 な 塩 基 を 含 む 配 列 に 置 換 し た Esr41変 異 体 を 用 い た （図 
9A)。野生型 Esr41 (Esr41-WT :約 74 nt)、変異型 Esr41 (Esr41-c.ler :約 74 nt)、 
及 び 予 想 塩 基 対 形 成 領 域 を 含 む 136 - 271塩 基 か ら 成 る lerl36 RNA (136 nt) を 
mv治*0転 写 に よ り 合 成 し 、lerl36RNAを 32Pで 5,末 端 標 識 し た 。Esr41-WT (ま 
た は Esr41-c.ler)と 標 識 し た32P -lerl36 RNAを 混 合 後 、加 熱 処 理 し 、 ゆっくり 
37°Cま で 冷 却 す る ア ニ ー リ ン グ 処 理 を す る こ と でEsr41と 32P-lerl36 RNAの結 
合 を 促 し た 。 そ の 後 、 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 複 合 体 の 
形 成 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 Esr41-WTと 32P-lerl36を 反 応 さ せ た 場 合 、 
Esr41-WT/32P-lerl36複 合 体 は 観 察 さ れ な か っ た （図 9Bレ ー ン 2-4)の に 対 し て 、 
Esr41-c.lerと 32P-lerl36を 反 応 さ せ た 場 合 、Esr41-c.ler/32P-lerl36の二者複合体が 
検 出 さ れ た （図 9Bレ ー ン 5-7)。ま た 、こ の 複 合 体 形 成 は ア ニ ー リ ン グ 処 理 に 依 
存 し て い た （図 9Bレ ー ン 5-10)。
かvz_voに お け るEsr41の /er抑 制 効 果 は Hfqに 依 存 し て い た こ と （図 8B) 
か ら 、mv治*0に お け る Hfq存 在 下 で の Esr41と /er mRNAの 結 合 を 解 析 し た 。精 
製 し た Hfq-His6を 32P-lerl36と、Esr41-WT (ま た は Esr41-c.ler) の混合液に添加
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し 反 応 さ せ た 後 、 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 複 合 体 の 形 成
を解析した。32P-lerl36と Hfq-His6を 反 応 さ せ た 場 合 、32P-lerl36のみの場合には 
見 ら れ な い 複 合 体 が 検 出 さ れ た （図 10Aレ ー ン 1,2)。 こ の 複 合 体 形 成 が Hfq依 
存 的 で あ る こ と は 、32P-lerl36が Hfq-His6と 結 合 す る こ と を 示 す 。Esr41-c.lerと 
32P-lerl36、Hfq-His6 を 反 応 さ せ た 場 合 、32P-lerl36 と Hfq-His6、及 び 32P-lerl36 と 
Esr41-c.lerを 反 応 さ せ た 場 合 に は 検 出 さ れ な い 複 合 体 が 2種 、検 出 さ れ た （図 
10Aレ ー ン2,6,7,8)。下 の バ ン ド は 図 9の 結 果 を 考 慮 す る と 32P-lerl36/Esr41-c.ler 
の 二 者 複 合 体 で あ り 、 上 の バ ン ド は 32P-lerl36/Esr41-c.ler/Hfq-His6 の三者複合体 
で あ る と 考 え ら れ る 。ま た 、Esr41-WTと 32P-lerl36、Hfq-His6を 反 応 さ せ た 場 合 、 
32P-lerl36、Hfq-His6、及 び 32P-lerl36と Esr41を反 応 さ せ た 場 合 に は 検 出 さ れ な 
い 複 合 体 が 少 量 で あ る が 、 1種 、検 出 さ れ た （図 10Aレ ー ン 2-5)。Esr41-c.ler 
と 32P-lerl36、Hfq-His6を 反 応 さ せ た 場 合 の 結 果 （図 10Aレ ー ン 7,8)を 考 慮 す る 
と、 こ の 複 合 体 は 32P-lerl36/Esr41-WT/Hfq-His6の 三 者 複 合 体 だ と 考 え ら れ る 。 
こ れ を 確 か め る 目 的 で 、32P-lerl36に 加 え 、5,末 端 標 識 し た 32P-Esr41-WTを用い 
て 同 様 の ゲ ル シ フ ト 実 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 図 10Aレ ー ン 4,5で見られた 
32P-lerl36/Esr41-WT/Hfq-His6を再 度 、検 出 す る こ と が で た （図 10Bレ ー ン 4,5)。 
また 32P-Esr41-WT と lerl36、Hfq-His6 を 反 応 さ せ た 場 合 、32P-lerl36/Esr41-WT/ 
Hfq-His6と 同 じ サ イ ズ の 複 合 体 が 観 察 さ れ た （図 10Bレ ー ン 9，10)。 以 上の結果 
は 、検 出 さ れ た 複 合 体 が Ierl36/Esr41-WT/Hfq-His6からなる三者複合体であると 
ことを示す。
以 上 の 結 果 は 、mWかoに お い て 、Esr41と /er mRNAは Hfq存 在 下で結
合 す る こ と を 示 す 。
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図9 Esr41-c.lerはアニーリング処理によリ/er RNAと結合するが、Esr41 -WTは/作RNAと結合しない。
A. Esr41-/ermRNA間の塩基対形成モデルと、Esr41 (c.ler)とんr mRNA間の塩基対形成モ 
デル。赤のアスタリスクはG-C間の水素結合を示す。黒のアスタリスクはA-U間、及びG- U間の水素結合を示す。/er mRNA側の数字は、開始コドンから遠い方のプロモーターの 
転写開始点をIとしたときの（参考図I)、Esr41側の数字は5'末端を1としたときの塩基数。B.アニーリング処理によるEsr41と/er RNA結合解析。ler mRNAの136 - 271の範囲から成 
るIerl36、及びEsr41-WTとEsr41-c.lerを/_« v/_/ro転写により合成した。32丨)標識したler136 (8.3 nM)と図に不す量のEsr41-WT、またはEsr41-c.lerをreaction bufer中で混合した。 
混合溶液を65てで3分間加熱処理後、30分間かけて37てまで徐冷した。その後、混合液 
を4%非変性ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動により分離した。黒のアスタリスク 
は丨erl36同士の対合により生じた複合体だと考えられる。
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図10 Esr41はHfq存在下でかr RNAと結合する。
A. Hfq存在下におけるEsr41とんr RNA結合解析①。B.Hfq存在下におけるEsr41と/er RNA結合解析②。ler mRNAのの範囲を含むlerl36、及びEsr41-WTとEsr41-c.lerを/« v/ra転写により合成 
した。図に示す量の32丨〉標識したlerl36 (A、B)、または32丨>標識したEsr41-WT (B)と、図に 
示す量のEsr41-WT(A、B)、Esr41-c.ler(B)、またはlerl36(B)と図に示す量のHfqを reaction bufer中で混合した。37°Cで10分間反応後、混合液を4% 非変性ポリアクリルアミ 
ドゲルを用いた電気泳動により分離した。
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(5 ) Esr41に よ るler抑 制 効 果 に お V、て 、ler mRNAの SD配 列 以 外 は 重 要 で は 
ない。
w W/roに お い て Esr41と/er mRNAの 結 合 が 確 認 さ れ た の で 、次 に Esr41 
と /er mRNAの 塩 基 対 形 成 領 域 の 同 定 を 目 指 し た 。 そ の た め に ま ず 、Esr41によ 
る!er抑 制 に 必 要 なler mRNA側 の 最 小 領 域 の 決 定 を 目 指 し た 。 これまでの解析 
か ら 、 図 7で 用 い た (ler)に 含 ま れ て い る /er mRNAの 141-209 
塩 基 の 領 域(lerの P1プ ロ モ ー タ ー の 転 写 開 始 点 を 1と す る ：参 考 図 1)が Esr41 
に よ る /er抑 制 に 必 要 な 範 囲 で あ っ た の で （図 11A，B)、 このコンストラタトを 
基 準 に 3つ の 変 異 体 を 構 築 し た （図 11A)。1つ 目 が 、PWa-/erし/如Zに含まれてい 
た /erの 13ア ミ ノ 酸 の コ ー ド 領 域 を 開 始 コ ド ン の コ ー ド 領 域 の み に し た コ ン ス 
ト ラ タ ト （/er short)、2つ 目 がPbia-ler’-lacZの SD配 列 と _始 コ ド ン の 間 の 10 
塩 基 を 、 二 次 構 造 を 組 ま な い と 予 想 さ れ るesr41の 17 - 26塩 基 に 置 換 し た コ ン 
ス ト ラ ク ト(ler-fesMl)、3つ 目 がPbla-ler，-lacZの SD配 列 の 上 流 の 7塩 基 を 欠 失 
さ せ た コ ン ス ト ラ ク ト 、lerA149-155)で あ る 。 各 コ ン ス ト ラ ク ト を 運 ぶ プ ラ ス 
ミドで、pRS-Esr41(ま た は pRS414)を 保 持 す る K-12株 を 形 質 転 換 し た 。 その 
形 質 転 換 体 を 培 養 し 、p-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。解 析 の 結 果 、ler short、 
ler-fesr4U lerA149-155の ど の コ ン ス ト ラ ク ト に お い て も 、141-209塩 基 の 領 域 
を 持 つ ferの コ ン ス ト ラ ク ト と 同 程 度 の /er抑 制 効 果 が 見 ら れ た （図 11B)。 これ 
らの結果 か ら 、SD配 列 上 流 の 149-155塩 基 、SD配 列 と 開 始 コ ド ン の 間 の 161- 
170塩 基 、 開 始 コ ド ン 下 流 の 174塩 基 以 降 の 配 列 は Esr41に よ るler抑制効果に 
お い て 重 要 で は な い こ と が 示 さ れ た 。 これは、Esr41に よ る/び 抑 制 効 果 に お い 
て 、/ermRNAの SD配 列 が 特 に 重 要 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
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ま た、ler short、及 びler-fesr41の 両 コ ン ス ト ラ ク ト の (3-ガ ラ ク ト シ ダ 
ー ゼ 活 性 は 、ler、及 灯lerA149-155と 比 べ て 顕 著 に 低 下 し た 。 こ の 結 果 は、SD 
配 列 か ら 開 始 コ ド ン の 間 の 領 域 と 開 始 コ ド ン 直 下 の コ ー ド 領 域 が 、!erの翻訳効 
率 に 影 響 を 与 え る シ ス 配 列 で あ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の シ ス 配 列 が 開 始 コ ド ン 
付 近 に 存 在 す る こ と か ら 、お そ ら く こ れ ら の シ ス 配 列 は 、/ermRNAとリボソ  ー
ム の結合の安定イ匕による効率的な翻訳開始に貢献していると考えられる。
30
A600 4000-
ler short Ier-fesr41 /erAl49-155
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/er-A/49-/55 141- +209
図11Esr41による/び抑制効果において/びmRNAのSI)配列以外は重要ではない。
A.解析に用いたコンストラク卜の略図。B. Esr4lの/び抑制効果における/er mRNAの翻訳領域、SD配列と開始コドン間、SD配列 
前の配列の重要性の解析。Aに示すコンストラク卜(へPbh-ler short' Pbh-ler- fesr41% /*Wa-んM/パ-バ5)を運ぶプラスミド(それぞれpMWbla-lerdl、pMWbla-ler short、 pMWbla-ler-fesr41、pMWbla-lerA149-15)で、pRS414 (vec)' またはpRS-Esr41 (Esr41) 
を保持するMG165A/acZ株を形質転換した。各形質転換体をLBでODm: 0.8まで培 
養し、培養液のP-ガラクトシダーゼ活性を測定した。
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(6 ) Esr41に よ るler抑 制 効 果 に お け る Esr41の stemlと stem2の変異の 影 響 
Esr41と /er mRNAの 塩 基 対 形 成 領 域 の 同 定 を 目 的 に 、Esr41に よ る /er 
抑 制 に 必 要 な Esr41の 領 域 の 同 定 を 目 指 し た 。Esr41の 二 次 構 造 を、RNA 二次構 
造 予 測 ソ フ ト mfold (Zuker, 2003)を 用 い て 解 析 し た 結 果 、Esr41の 1-15塩基 
領 域 と 29 - 39塩 基 領 域 に ス テ ム ル ー プ が 存 在 し 、42 - 74塩 基 領 域 は Rho非依存 
性 タ ー ミ ネ ー タ 一 で あ る こ と が 予 測 さ れ た （図 12A)。 5,側 の ス テ ム ル ー プ を 
stem-1、Rho非 依 存t生 タ 一 ミ ネ ー タ ー の 直 上 流 の ス テ ム ル ー プ を stem-2とした。 
Esr41に よ る /er抑 制 に お け る stem-1とstem-2の 重 要 性 を 解 析 す る 目 的 で 、stem-1 
に 置 換 変 異 を 導 入 し た Esr41-stmul、 及 び stem-2に 置 換 変 異 を 導 入 し た 
Esr41-stmu2を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た （図 12A)。 変 異 を 導 入 す る 際 、 
RNAの 二 次 構 造 は そ の RNAの 安 定 性 に 密 接 に 関 わ る こ と を 勘 案 し 、 二次構造 
を 壊 さ な い よ う な 変 異 を 導 入 し た 。pRS414、pRS-Esr41、 も し く は Esr41-stmul 
ま た は Esr41-stou2を 発 現 す る プ ラ ス ミ ドでPbh-ler，-丨acZを運ぶプラスミドを保 
持 す る K-12株 を 形 質 転 換 し た 。 こ の 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、卜ガラクトシダーゼ 
活 性 を 測 定 、及 び Esr41と そ の 変 異 体 の RNA量 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ に よ 
り解析した。 解 析 の 結 果 、Esr41-stmulは、Esr41-WTと 同 程 度 の /er抑制効果が 
得 ら れ た （図 12B)。 こ の 結 果 は 、Esr41の stem-1は /er抑 制 に お い て 重 要 で は な 
い こ と を 示 す 。一 方 、Esr41-stmu2は 、Esr41-WTよ り /er抑 制 効 果 が 低 下 し た （図 
12B)。 し か しながら、Esr41-stmu2の RNA量 は Esr41-WTと比べて減少している 
こ と か ら （図 12B)、Esr41の stem-2がler抑 制 に 重 要 で あ る で あ る か ど う か は 議 
論 で き な い 。
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図12 Esr41の/どr抑制効果におけるEsr4丨のstemlとstem2の変異の影響
A.解析に用いたコンストラク卜が転写するEsr4l変異体の予想二次構造。B. Esr41の/er抑制効果におけるEsr41のstemlとstem2の変異の影響。Aに示すEsr41変異 
体を転写するコンストラク卜を運ぶpRS-Esr41stmul(Esr41 stmul)、pRS-Esr41stmu2 (Esr41 stmu2)、もしくはpRS414 (vec)で、pMWbla-lerdlを保持するMG165A/acZ 株を 
形質転換した。各形質転換体をLBでODm-O.Sまで培養し、培養液のP-ガラクトシダー 
ゼ活性を測定した。また培養液からRNA試料を調製し、#4Iter probe丨を用いたノー ザン 
ブロッテイングにより解析した。解析には1.5 ugのRNAを用いた。
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(7 ) Esr41の !er抑 制 効 果 に お け る Esr41の stem2と Rho非 依 存 性 タ 一 ミ ネ  ー
タ ー の 置 換 による影響
図 12の 結 果 か ら は stem-2の Esr41の /er抑 制 効 果 に お け る に お け る 重 
要 性 を 判 断 す る に 至 ら な か っ た 。 ま た 、 可 能 性 は 低 い な が ら も Rho非依存性タ 
一 ミ ネ ー タ ー が /er mRNAと の 塩 基 対 形 成 領 域 で あ る こ と も 考 え ら れ た 。そ こ で 、 
既 知 の sRNAの Hfq結 合 モ ジ ュ ー ル を 利 用 す る こ と で 、Esr41に よ る /er抑制に 
お け る stem-2と Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 重 要 性 を 解 析 し た 。 Hfq結合モ 
ジ ュ ー ル と は 、大 腸 菌 SRNAで あ る SgrSの 解 析 か ら 見 出 さ れ た 配 列 で あ り 、 
sRNAの 塩 基 対 形 成 領 域 以 外 の 機 能 領 域 を 指 し 、そ の 領 域 は Hfqとの機能的相互 
作 用 を す る こ と が 報 告 さ れ て い る （Ishikawa etal. ,2012)。 ま た 、 そ の 報 告 で は 、 
図 13Aの N の 領 域 に 標 的 mRNAの ア ン チ セ ン ス 配 列 を 導 入 す る こ と で 標 的 
mRNAの 翻 訳 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ っ た （Ishikawa et al.，2012)。 そ こ で 、 
Esr41の 一 部 と Hfq結 合 モ ジ ュ ー ル を 結 合 さ せ た キ メ ラ sRNAを 構 築 す る こ と で 、 
Esr41の 塩 基 対 形 成 領 域 を 決 め る こ と が で き る と 考 え 、stem-2を 含 ま な い Esr41 
の 1• 28塩 基 と Hfq結 合 モ ジ ュ ー ル を 結 合 さ せ た Esr41-28-Hbm、stem-2を含む 
Esr41の 1-41塩 基 と Hfq結 合 モ ジ ュ ー ル を 結 合 さ せ た Esr41-41-Hbmを構築し 
た （図 13B)。pRS414、pRS-Esr4K Esr41-28-Hbm、 または Esr41-41-Hbm を発現 
す る プ ラ ス ミ ド で 、Pbla-丨er'lacZを運ぶ■プラスミド を 保 持 す るK-12株 を 形 質 転 
換 し た 。 こ の 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、卜 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 測 定 、及 び Esr41 
と そ の 変 異 体 のRNA量 を ノ ー ザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 解 析 し た 。解 析 の 結 果 、 
Esr41-28-Hbmと Esr41-41-Hbmの 両 方 と も Esr4トWTと 同 程 度 の 量 が 存 在 し 、 
Esr41-WTと 同 程 度 の んr抑 制 効 果 が 観 察 さ れ た （図 13C)。 こ の 結 果 は 、Esr41
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の stem-2、及 び Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 が /ermRNAと の 塩 基対形成に関与 
しないことを示す。
ここまでの角军析で、Esr41の stem-1と stem-2、及 び Rho非 依 存 性 タ  ー
ミ ネ ー タ ー は /er抑 制 に 重 要 で な い こ と が 示 さ れ た 。 つ ま り 、Esr41の 残りの領 
域 で あ る 16 -28塩 基 が 塩 基 対 形 成 に 重 要 な 可 能 性 が 高 い 。
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antisense sequence (20 n()  Hfq-bindino nxxlute
Esr41&Esr41 variants
図13 Esr41のか/•抑制効果における Esr41のstem-2、及びRho非依存性ターミネ一ターの寄与の解析
A.これまでに報告されたHfq-binding module。(Ishikawa et al., 2012)B.解析に用いたコンストラクトが転iするEsr41変異体の予想二次構造。C. Esr41の/e/•抑制効果におけるEsr41のstem-2とRho非依存性ターミネータ一の寄与の解 
析。Bに示すEsr41変異体を転写するコンストラク卜を運ぶpRS-Esr41-28Hbm(Esr41-28- Hbm)、pRS-Esr41-41 Hbm(Esr41-41-Hbm),もしくはpRS414 (vec)で、pMWbla-lerdlを保 
持するMG 165A/acZ株を形質転換した。各形質転換体をLBで00600=0.8まで培養し、 
培養液のP-ガラクトシダーゼ活性を測定した。また培養液からRNA試料を調製し、#41- steml probelを用いたノ一ザンブロッテイングにより解析した。解析には1.2 ugのRNAを 
用いた。
Al!>lp
a3a)s
a5ID!sope
l
a36_y
c
VI!
D
^
CC
U
GC
U
GG
U
m
A. 
i  
i  -- 
i  
i  
i  -  
a>
y
A
G 
a
c
g
a
c
g
in
c
jli
UA
‘r
c
cu
t
AUG-uscUC
U
G-G
EbH■4
r4l。
ICJ 
EsUA-G-G-C-A-U-? 
C
U
-CGUA
G
5
u ™ 一
UI.CC
UGC
UGG
U _
k III.
ACG
ACCG
,
UUA
G'
UV
-AV
-CI 
AA
G
U
G
P
Hfq UII*A
b mH82■4
B
Es
a
gg
c
au
c
-
15
u 
I  
l  垂 
I  
I  
l
CU
CG
UA
G
3.考察
esr41の 過 剰 発 現 は 、III型 分 泌 装 置 、及 び 分 泌 タ ン パ ク 質 の 発 現 抑 制 と 、 
そ れ に 起 因 す る 宿 主 細 胞 へ の 接 着 性 の 低 下 を 引 き 起 こ す 。 本 章 で は 、 その要因 
を 解 明 す る た め 、esr41過 剰 発 現 時 に お け る LEE遺 伝 子 群 、及 び そ の 発 現 制 御 因 
子 の 発 現 を 解 析 し た 。そ の 結 果 、esr41の 過 剰 発 現 に よ り LEE遺 伝 子 群 、その発 
現 制 御 因 子 で あ るler、pchA, B, C、及 びIrhAの mRNA量 が 減 少 す る こ と を 示 し 
た （図 6)。'0157 Sakai株 染 色 体 上 に は ;?c/z遺 伝 子 が 5コ ピ ー 存 在 す る が 、 その 
うちpchA, B, Cは 相 同 性 が 特 に 高 く 、定 量 的 PCRで こ れ ら を 区 別 す る こ と が で 
きない。 そ の た め 、Esr41に よ りpchA, 5, Cの ど の 発 現 が 抑 制 さ れ る の か は わ か 
らない。 しかし、pchA,及 Cの 単 独 欠 損 株 の う ち ;?cみmRNA量 が 最 も 減 少 す る の 
は pcW単 独 欠 損 株 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る こ と か ら （Honda etal.，2009)、 
Esr41に よ る ； み 発 現 抑 制 もpchAの 発 現 抑 制 が 主 因 だ と 考 え ら れ る 。 図 7の結 
果 か ら 、Esr41は ;^ん4の 転 写 を 抑 制 す る こ と が 示 さ れ た 。 の転写を正に制 
御 す る 因 子 と し て LrhAが 報 告 さ れ て お り （Honda et al., 2009)、 esr41の過剰発 
現 に よ つ てIrhAの mRNA量 が 減 少 す る こ と （図 6)か ら 、Esr41は 、IrhAの発 
現 抑 制 を 介 し て /?c/l4の 転 写 を 抑 制 し て い る 可 能 性 が 高 い （図 6)。ま た 、IrhAlt 
pchAと共に、 の 転 写 も 正 に 制 御 す る こ と か ら （Honda et al., 2009)、Esr41 
に よ り の 発 現 も 抑 制 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。Esr41に よ る/ の 発 現 抑 
制 が 、Esr41の 直 接 的 作 用 か 、も し く は 間 接 的 作 用 か ど う か は 今 後 の 課 題 で あ る 。 
後 者 の 作 用 の 場 合 、IrhAの 転 写 を 制 御 す る 因 子 と し て ニ 成 分 制 御 系 の レ ス ボ ン 
ス レ ギ ュ レータ一RcsBが 報 告 さ れ て い る こ と か ら （Peterson et al., 2006)、rcsB 
が Esr41の 標 的 と な る 可 能 性 が あ る 。 しかしながら、/rん4の転写制 御 は 未 解 明 の
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部 分 が 多 く 、Esr41の 標 的 を 同 定 す る に は 、まずMiAの 転 写 制 御 機 構 の 解 明 が 必 
要 で あ ろ う 。
Esr41が /び を 標 的 と し 、 そ の 翻 訳 を 抑 制 す る こ と を 示 し た （図 7)。 図 
7の角早祈では、lerのプロモ'一タ'一 と し て 2つ あ るlerのプロモ.—タ ー の う ち 、開 
始 コ ド ン か ら 近 い 方 の P2プ ロ モ ー タ ー を 用 い てkf'lacZを 転 写 さ せ た 。lerの 
プ ロ モ ー タ ー の う ち 、 よ り 転 写 活 性 が 高 い の は P1プ ロ モ ー タ ー で あ り 、様々な 
転 写 因 子 に 制 御 さ れ て い る （Islam et al., 2011; Sharp and Sperandio, 2007)。 一 方 、 
P2プ ロ モ ー タ ー に 作 用 す る 転 写 因 子 は あ ま り 知 ら れ て い な い 。そ の た め 、P2プ 
ロ モ ー タ ー を 用 い てler、lacZを 転 写 さ せ た 場 合 の Esr41に よ る /er抑 制 効 果 は 、 
Esr41の P2プ ロ モ ー タ ー の 転 写 へ の 作 用 で は な く 、ler’-lacZの翻訳への作用に 
起 因 す る と 考 え ら れ る 。 これは、Esr41が 作 用 し な い 6/a遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ  ー
に よ りler-lacZを 転 写 さ せ た 場 合 に もEsr41がlerの 発 現 を 抑 制 す る こ と と も 一 
致 す る 。ま た Esr41の ler抑 制 が 塩 基 対 形 成 を 介 し た 機 構 で あ る な ら ば 、P2プロ 
モ ー タ ー よ り 上 流 の P1プ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ た /er mRNAに も Esr41は塩 
基 対 を 形 成 し 、 そ の 翻 訳 を 抑 制 す る と 考 え ら れ る 。 ま た /erは LEE1オペロンの 
先 頭 に コ ー ド さ れ て お り 、lerの 下 流 に は 8種 の 遺 伝 子 が 存 在 す る （Elliott et al., 
2000)。翻 訳 抑 制 を 引 き 起 こ す sRNAの 多 く は 、翻 訳 を 抑 制 す る と 同 時 に mRNA 
の 分 解 も 引 き 起 こ す た め 、Esr41に よ り LEE1 mRNAの 分 解 が 促 進 さ れ る 可 能 性 
が あ り 、 ま た Esr41に よ り /erの 翻 訳 が 抑 制 さ れ る こ と で 、 下 流 の 遺 伝 子 の 翻 訳 
に 影 響 が あ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 可 能 性 と P1プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 産 物 
へ の Esr41の 効 果 を 検 証 す る た め 、Esr41に よ る、0157 Sakai株 染 色 体 上 の LEE1 
オ ペ ロ ン の 発 現 へ の 影 響 を 解 析 す る 必 要 が あ る 。
Esr41はlerを 標 的 と し 、Hfq依 存 的 に 翻 訳 を 抑 制 す る こ と を 示 し た （図 
7,8)。 こ の こ と か ら 、Esr41は /er mRNAと の 塩 基 対 形 成 を 介 し て 、翻 訳を抑制 
す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 ま た in vitroに お い て Esr41//er RNA/Hfqの 三 者 複 合 体 
が 形 成 さ れ る こ と （図 10)、Hfq非 存 在 下 で は Esr41/ler mRNAの 二 者 複 合 体 は 形 
成 さ れ な い こ と （図 9)を示した。 こ の 結 果 は 、Esr41が /er mRNAと Hfq依存 
的 に 結 合 す る こ と を 示 し て い る が 、Esr41と /er mRNAが Hfqを ハ ブ と し て 三 者 
複 合 体 を 形 成 し て い る 可 能 性 を 排 除 で き な い た め 、Esr41と /er mRNAが塩基対 
を 形 成 す る こ と は 示 せ て い な い 。 こ れ を 示 す た め に は 、Esr41、ま た は /ermRNA 
に 変 異 を 導 入 し 、 そ れ が 三 者 複 合 体 形 成 に 与 え る 影 響 を 解 析 す る 必 要 が あ る 。
翻 訳 抑 制 効 果 を 持 つ 多 く の sRNAは 、標 的 mRNAの SD配列や開始コ 
ド ン 周 辺 で 塩 基 対 を 形 成 す る こ と で 、 そ の 翻 訳 を 抑 制 す る （Aiba，2007)。 この 
知 見 は 、Esr41に よ るler抑 制 効 果 に おV、て ler mRNAの SD配 列 が 塩 基 対 形 成 に 
重 要 で あ る と い う 可 能 性 を 支 持 す る （図 11)。 実 際 に 図 9Aに 示 す よ う に、ler 
mRNAの 148 -172塩 基 領 域 と Esr41の 11-35塩 基 領 域 で 塩 基 対 を 形 成 す る と 予 
想 さ れ た 。 こ の う ち /er mRNAの 157 -160塩 基 の SD配 列 と Esr41の 23 - 26塩 
基 が 塩 基 対 形 成 の 核 と な る こ と が 予 想 さ れ る 。Esr41の 23 - 26塩 基 が 二 次 構 造 
を と ら な い 16-28塩 基 に 含 ま れ る （図 12A)ことは、Esr41と /er mRNAの効率 
的 な 塩 基 対 形 成 に 寄 与 す る こ と を 示 唆 す る 。 ま た Esr41の stem-2と Rho非依存 
性 タ ー ミ ネ ー タ ー の 領 域 （29 - 74塩 基 ） を SgrSの Hfq-binding moduleと置換し 
て も 、Esr41の 安 定 性 、及 び /er抑 制 効 果 維 持 さ れ た こ と か ら 、Esr41の stem-2 
以 下 の 29 - 74塩 基 が Hfq-binding moduleと し て 機 能 す る 可 能 性 が 高 い 。 実 際 、
Esr41の 29 - 74塩 基 と SgrSの Hfq-binding moduleは 、配 列 は 異 な る も の の 、そ
の 二 次 構 造 は 類 似 し て い る こ と も 上 述 の 可 能 性 を 支 持 す る 。 こ の 可 能 性 の 検 証 
の た め 、Esr41の 1-28塩 基 をler以 外 の 何 ら か の mRNAの SD配 列 付 近 の ア ン 
チ セ ン ス 配 列 に 置 換 し た RNAに よ る 抑 制 を 調 べ る こ と に よ り 、Esr41の 29 - 74 
塩 基 領 域 が Hfq-binding moduleと し て 機 能 す る こ と を 示 し た い 。 SgrSの 
Hfq-bindign moduleに お け る 重 要 な 配 列 的 特 徴 は 、Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ  ー
の ポ リ U配 列 と 5'末 端 の 5，-UAUU-3,に あ り （図 13A)、前 者 の 短 鎖 化 、後者の 
欠 失 は Hfqと の 結 合 能 が 顕 著 に 低 下 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （Ishikawa et al., 
2012; Otaka et al., 2011; Sauer and Weichenrieder, 2011)。そ の 一 方 、Esr41の 3'末端 
に は ポ リ U配 列 は 存 在 す る も の の 、stem-2の 5'側 に 5，-UAUU-3'は 存 在 し な い 。 
しかし、stem-2の ル ー プ 領 域 は 5，-UAUU-3'と な っ て い る こ と か ら 、 この領域が 
Hfqと の 結 合 に 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 実 際 、stem-2の ル ー プ 領 域 を 
5，-AUAG-3,に 変 異 さ せ た Esr41-stmu2で は 、RNAの 安 定 性 が 低 下 し た （図 12)。 
こ の 結 果 か ら 、stem-2の ル ー プ 領 域 の 5'-UAUU-3,が Hfqとの結合に重要である 
可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ る た め 、ゲ ル シ フ ト 法 を 用 い た Esr41変 異 体 の Hfqとの 
結 合 解 析 を 行 う こ と で 検 証 し た い 。
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第 3章 Hfqに よ るEsr41安 定 化 機 構 の 解 析
1. 要旨
Hfq依 存 性 の sRNAは、標 的 mRNAと の 塩 基 対 形 成 領 域 、Hfq結合領 
域 、Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 領 域 の 少 な く と も 3つ の 機 能 領 域 を 有 し て い 
る。 こ の う ち 塩 基 対 形 成 領 域 や Rho非 依 存 性 タ 一 ミ ネ ー タ ー 領 域 の 役 割 は 明 確 
で あ り 、 そ の 領 域 の 同 定 も 多 く の sRNAで 行 わ れ て い る 。 し か し な が ら 、Hfq 
との結合領域は、sRNAの 安 定 化 、及 び sRNAと 標 的 mRNAの 間 の 塩 基 対 形 成 
の 促 進 と い う Hfqの 機 能 の た め に 必 須 の 領 域 で も あ る が 、Hfqとの機能的結合に 
必 要 な RNA配 列 や 構 造 的 特 徴 は 部 分 的 に し か 明 ら か に な っ て い な い 。 そ こ で 、 
Esr41の 安 定 化 に お け る Hfqの 寄 与 、及 び Hfqに よ る sRNAの安定化に必要な 
Esr41の 構 造 的 特 徴 を 解 析 し た 。
in vitroに お い て Hfqが Esr41と 結 合 す る こ と を 確 認 し た 。加 え て 、Esr41 
の 安 定 性 を 野 生 株 と 婉 欠 損 株 で 解 析 し た 結 果 、/而 欠 損 株 で は Esr41の安定性 
が 著 し く 低 下 す る こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、Esr41は Hfqと結合するこ 
と で 安 定 化 す る こ と を 示 し 、 ま た 第 2章 の 図 8で 示 し た Esr41に よ る!er抑制効 
果 が Hfqに 依 存 し て い る こ と と 一 致 す る 。次 に Esr41に 部 分 的 な 欠 失 変 異 を 導 入 
し、 そ れ ら の Esr41部 分 欠 失 体 の RNA量 の 解 析 、及 び ゲ ル シ フ ト 法 に よ る Hfq 
と の 結 合 能 解 析 を 行 っ た 。そ の 結 果 、Esr41の 11-15塩 基 領 域 欠 失 体 、及 び 31- 
35塩 基 領 域 欠 失 体 で は RNA量 の 減 少 と Hfqと の 結 合 能 の 低 下 が 見 ら れ た 。 こ 
の こ と か ら 、11-15塩 基 、及 び 31-35塩 基 領 域 欠 失 体 の RNA量 の 低 下 は 、Hfq 
と の 結 合 能 の 低 下 に 起 因 す る と 思 わ れ た 。Esr41部 分 欠 失 体 の 二 次 構 造 解 析 を 行
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つ た 結 果 、野 生 型 Esr41に は Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 直 上 流 に ス テ ム ル 
ー プ が 存 在 す る が 、11-15塩 基 、及 び 31-35塩 基 領 域 欠 失 体 で は 、 このステム 
ル ー プ が 形 成 さ れ な い こ と が 予 想 さ れ た 。ま た 、Hfqと の 結 合 に お い て sRNAの 
Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 末 端 の ポ リ U配 列 が 重 要 で あ る こ と が 報 告 さ れ て 
い る こ と か ら 、Hfqと Esr41の 結 合 に お け る Esr41の ポ リ U配 列 の 重 要 性 を ゲ ル 
シ フ ト 法 で 解 析 し た 結 果 、Es41に お い て も ポ リ U配 列 が Hfqとの結合に重要で 
あ る こ と が 示 さ れ た 。
以 上 の 結 果 か ら 、Hfqとの結合 に お い て 、Esr41の Rho非依存性ターミ 
ネ ー タ ー の 直 上 流 の ス テ ム ル ー プ 、及 び Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 末 端 の ポ 
リU配 列 が 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
42
2 . 結果
(1)Esr41は Hfqと結 合 す る こ と で 安 定 化 す る 。
Hfqは 、第 2章 結 果 （3 )で 述 べ た 通 り sRNAに よ る 翻 訳 制 御 系 に お 
い て 重 要 な 働 き を す る 。 実 際 、既 知 の SRNAに よ る 標 的 mRNAの翻訳抑制と同 
様 、Esr41に よ る /er抑 制 も Hfqに 依 存 し て い る （図 8)。 ま た Hfqは sRNAと結 
合 す る こ と で 、sRNAを 安 定 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 。Esr41の安定性におけ 
る Hfqの 寄 与 を、0157 Sakaiの/^ 欠 損 株 を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ 
り解析した。 解 析 の 結 果 、pRS-Esr41に よ り がMiを 過 剰 発 現 さ せ た 場 合 も 、過 
剰 発 現 さ せ な か っ た 場 合 も 、野 生 株 と 比 べ て ；z/《欠損株では著しく Esr41 RNA 
量 が 減 少 す る こ と わ か っ た （図 14A)。
次 に、in vitroに お け る Esr41と Hfq-His6の結合をゲルシフト法により 
解 析 し た 。RIで ラ ベ ル し た 32P-Esr41と Hfq-His6を 反 応 さ せ た 場 合 、32P-Esr41 
の み の 場 合 と 比 べ て 、 シ フ ト ア ッ プ し た バ ン ド が 観 察 さ れ た （図 14B)。 これは 
32P-Esr41/Hfq-His6の 複 合 体 だ と 考 え ら れ る 。加 え て 、Hfq濃 度 の 上 昇 に 伴 い 、泳 
動 距 離 の 短 い バ ン ド が 観 察 さ れ た （図 14B)。 こ れ は 、 多 量 体 化 し た 
32P-Esr41/Hfq-His6だ と 考 え ら れ る 。 ま た 32P-Esr41と Hfq-His6に 加 え 、非標識の 
Esr41を 加 え た 場 合 、加 え な か っ た 場 合 に 観 察 さ れ た 32P-Esr41/Hfq-His6複合体の 
形 成 量 が 減 少 し た （図 14B)。 こ の こ と は 、Hfqが 、32P-Esr41、及 び 非 標 識 Esr41 
と 競 合 的 に 結 合 し て い る 事 を 示 し 、し た が っ て Hfqが Esr41に あ る 程 度 、特異的 
に 結 合 す る こ と を 示 す 。
次 に Hfqが Esr41の 安 定 性 に 与 え る 影 響 を 解 析 し た 。pRS-Esr41を保持 
す る K-12株 の 野 生 株 とhfq欠 損 株 を OD600=0.4ま で 培 養 し 、RNAポリメラーゼ
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の 活 性 を 阻 害 す る リファンピシンを添 加 し た 。 添 加 後 、0 分 、6 分 、12分 、20 
分 培 養 し た 培 養 液 か ら RNA試 料 を 調 製 し 、ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 解 析 
した。解 析 の 結 果 、/ぬ 欠 損 株 のEsr41RNA量 は 、 リファンピシンの添 加 後 、著 
しく減少した。 一 方 、野 生 株 のEsr41RNA量 は リファンピシンの添 加 後 、 ほと 
ん ど 減 少 し な か っ た （図 14CJD)。こ の 結 果 は 、Hfq存 在 下 で は 、Esr41は比較的 
安 定 に 存 在 で き る が 、Hfq非 存 在 下 で は 速 や か に 分 解 さ れ る こ と を 示 す 。以上の 
結 果 か ら 、Esr41はHfqと結合し、細 胞 内 で 安 定 化 す る こ と が 示 さ れ た 。
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図14 Esr41はHfqと結合することで安定化する。
A. 0157 Sakai株の;^欠損株におけるEsr4lのノーザンブロッティング。SKI-5142株 (0157 Sakai WT;レーン1，2)、SKI-51424/^株(0157 Sakai Ahfq\ レーン3,4)、及 
びpRS-Esr41を保持するSKI-5142 (WT/Esr4丨；レーン5,6)、pRS-Esr4丨を保持する SKI-51^2Ahfq{AhfqEsrA1;レーン7,8)をLBで 0_6まで培養し、培養液から RNA試料を調製した。RNA試料をOigo-41を用いたノーザンブロッティングにより 
解析した。解析には1.5 ugのRNAを用いた。各株について、独立に2本の培養を 
行い、各々からRNA試料を調製し、隣り合わせのレーンで電気泳動を行った。B. Esr41とHfqの結合解析。Esr41を/« v;7m転写により合成した。10 nMの即標識した Esr41、図に不す量のHfq-His6、及び10 nMの非標識のEsr41をreaction bufer中 
で混合し、37てで10分間反応させた。その後、4% 非変性ポリアクリルアミドゲルを 
用いた電気泳動により分離した。
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図14 Esr41はHfqと結合することで安定化する。
C.野生株、/?沟欠損株におけるEsr41の安定性解析。pRS-Esr4lを保持する \10丨65么/此2株（〜丁）、及び\5丨203株 、Nhfq)をLBで 0.4付近まで培養し 
た培養液に終濃度0.25 mg/mlとなるようにリファンピシンを添加し培養を継続した。 
添加後、0分間、6分間、丨2分間、20分間培養した培養液からRNA試料を調製した。 RNA試料を#41-stem丨probelを用いたノーザンブロッテイングにより解析した。解析 
には1.4 ugのRNAを用いた。D.野生株、Aル欠損株におけるEsr41の安定性解析。Cの結果を、0分の時のRNA量 
を10として定量化し、グラフに示した。ひし形が野生株（WT)、四角形が桃欠損 
株(A物)を示し、最小二乗法により線形近似を求めた。
46
(2 ) Esr41の 11-15塩 基 領 域 、 ま た は 31-35塩 基 領 域 の 欠 失 は Hfqへ の 結 合 
能 を 低 下 さ せ る 。
Hfqに よ る Esr41の 安 定 化 に お い て 重 要 な Esr41の 領 域 を 同 定 す る た め 、 
Esr41の 転 写 開 始 点 か ら Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 手 前 ま で の 41塩 基 の 領 
域 を 5、ま た は 6塩 基 欠 失 さ せ た 一 連 の Esr41部 分 欠 失 体 を 産 生 す る プ ラ ス ミ ド 
を 構 築 し 、 こ れ を 保 持 す る K-12株 の 野 生 株 とhfq欠 損 株 に お け る 各 Esr41部分 
欠 失 体 の RNA量 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ に よ り 解 析 し た 。解 析 の 結 果 、野生 
株 、/ぬ 欠 損 株 、 い ず れ の 株 に お い て も 、 11-15塩 基 領 域 欠 失 体 の RNA量が野 
生 型 Esr41と 比 べ て 顕 著 に 減 少 し て お り 、両 株 に お け る RNA量は同程度であっ 
た （図 15A)。 野 生 株 と ；^ 欠 損 株 間 で RNA量 に 差 が な い こ と は 、11-15塩基 
領 域 欠 失 体 が 、Hfqが 持 つ sRNA安 定 化 作 用 を 享 受 で き な い こ と を 示 し 、少なく 
と も Hfqと 機 能 的 に 結 合 で き な い こ と を 示 唆 す る 。 ま た 、 11-15塩 基 領 域 欠 失 
体 と 比 べ て RNA量 の 減 少 は 顕 著 で は な い も の の 、26-30塩 基 領 域 、31-35塩基 
領 域 欠 失 体 に お い て も 野 生 株 に お い て RNA量 の 減 少 が 見 ら れ た （図 15A)。 野 
生 株 に お い てRNA量 が 減 少 し た 欠 失 体 は Hfqとの結合能が低下していること 
を示唆する。
こ の 可 能 性 を 検 証 す る 目 的 で 、Esr41の 各 欠 失 体 の in vitroにおける 
Hfq結 合 能 を ゲ ル シ フ ト 法 で 解 析 し た 。32P-Esr41とHfq-His6を 反 応 さ せ た 場 合 、 
32P-Esr41/Hfq-His6複 合 体 の バ ン ド が 2本 、検 出 さ れ た （図 15B)。 移動度の大き 
い パ ン ド は 、Esr41と Hfq-His6が 1対 1で 結 合 し た 複 合 体 で あ り 、移動度の小さ 
い バ ン ド は 、Esr41と Hfq-His6が 1対 2、 も し く は 2対 1で結合した複合体だと 
考 え ら れ る 。 同 条 件 で 非 標 識 の 野 生 型 、 も し く は 欠 失 型 Esr41を 同 時 に 加 え 、
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32P-Esr41/Hfq-His6複 合 体 の 形 成 阻 害 を 観 察 し た （図 15B)。非 標 識 の 野 生 型 Esr41 
を 反 応 液 に 添 加 し た 場 合 、32P-Esr41/ Hfq-His6複 合 体 の 形 成 阻 害 が 観 察 さ れ た （図 
15B)。 これは、32P-Esr41と 非 標 識 Esr41が 競 合 的 に Hfqと結合していることを 
示 す 。同 様 に 、非 標 識 の Esr41の 26 - 30塩 基 領 域 欠 失 体 を 添 加 し た 場 合 、32P-Esr41/ 
Hfq-His6複 合 体 の 形 成 阻 害 が 観 察 さ れ た （図 15B)。 一 方 で 、非 標 識 の 11-15塩 
基 領 域 欠 失 体 を 添 加 し た 時 、32P-Esr41/Hfq-His6 複 合 体 の 形 成 に 影 響 が な か っ た 
(図 15B)。 同 様 に 非 標 識 の 31-35塩 基 領 域 欠 失 体 を 添 加 し た 場 合 、 
32P-Esr41/Hfq-His6複 合 体 の 形 成 の う ち 移 動 度 が 小 さ い 方 の 形 成 が 阻 害 さ れ た が 、 
移 動 度 の 大 き い 方 は あ ま り 影 響 を 受 け な か っ た （図 15B)。 こ れ ら の 結 果 は、11 
-15塩 基 領 域 欠 失 体 の Hfq結 合 能 が 大 き く 低 下 し て い る こ と 、31-35塩 基 領 域 
欠 失 体 の Hfq結 合 能 が 野 生 型 Esr41と比べて、低 下 し て い る こ と を 示 す 。このこ 
とから、11-15塩 基 、及 び 31-35塩 基 領 域 欠 失 体 の RNA量 の 低 下 は 、Hfqとの 
結 合 能 の 低 下 に 起 因 す る と 思 わ れ る 。
31-35塩 基 領 域 欠 失 体 は 、移 動 度 の 小 さ い 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 す る 一 
方 、移 動 度 の 大 き い 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 し な か っ た 。 こ の 結 果 は 、2つの移動度 
の 異 な る 複 合 体 に 構 造 的 な 違 い が あ り 、31-35塩 基 領 域 欠 失 体 は Hfqと移動度 
の小さレヽ複合体しか形成できなレヽ可能性がある。
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(3 ) Esr41のRho非依存性ターミネーター末端のポリU配列 はHfqとの結合
に重要で あ る 。
sRNAの 3,末 端 に 位 置 す る Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ ー の ポ リ U配列 
が Hfqと の 機 能 的 結 合 に 必 須 で あ り 、 ま た 構 造 学 的 に も ポ リ U配 列 が Hfqと結 
合 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （Otaka et al., 2011; Sauer and Weichenrieder, 2011)。 
そ こ で 、Hfqと の 結 合 に お け るEsr41の ポ リ U配 列 の 重 要 性 を 、第 3章 結 果 （2)
と 同 様 の ゲ ル シ フ ト 法 を 用 い て 解 析 し た 。 解 析 に は Esr41の 3'末 端 に あ る 7塩 
基 の U と、それに続く AUの 配 列 を 、4塩 基 の Uに 短 鎖 化 し た Esr41-4Uを用い 
た 。 解 析 の 結 果 、 32P-Esr41と Hfq-His6 を 反 応 さ せ た 場 合 に 見 ら れ る 
32P-Esr41/Hfq-His6複 合 体 形 成 が 、32P-Esr41と Hfq-His6 に非標識の Esr41-4U を加 
え 反 応 さ せ た 場 合 に お い て も 阻 害 さ れ な か っ た （図 15B)。こ の 結 果 は 、Esr41-4U 
の Hfq結 合 能 が 、野 生 型 Esr41と比べて、大 き く 低 下 し て い る こ と を 示 す 。 この 
こ と か ら 、Esr41の Rho非 依 存 性 タ 一 ミ ネ ー タ ー の ポ リ U配 列 が Hfqとの結合 
に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
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図15 Esr41の11-15、または31-35塩基領域の欠失はHfqへの結合性を低下させる。
A.野生株、及び桃欠失株におけるEsr41部分欠失変異体のノーザンブロッテイング。図に 
示すEsr41部分欠失変異体を発現するプラスミドを保持するMG165A/acZ株（WT)、及 
びNS1203株（A/^)をLBで00600=0.6付近まで培養し、RNA試料を調製した。RNA試料 
を#41ter probelを用いたノーザンブロッテイングにより解析した。解析には丨.5 ugのRNAを 
用いた。
B. Esr41部分欠失変異体とHfqの結合解析。Esr41、及びEsr41部分欠失変異体を;v/7ro転 
写により合成した。10 nMの32丨>標識したEsr41、図に示す量のHfq-His6、及び図に示す量 
の非標識Esr41、もしくはEsr41部分欠失変異体をreaction bufer中で混合し、37°Cで10分 
間反応させた。その後、4% 非変性ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動により分離し
た。
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(4) Hfqに よ る sRNAの 安 定 化 に 必 要 な Esr41の 構 造 的 特 徴
Esr41部 分 欠 失 体 に は 、Hfqと の 結 合 能 が 低 下 す る も の が あ っ た 。一般 
的 に 、RNAと タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 やRNAの 安 定 性 に お い て 、そ の RNAのニ 
次 構 造 、三 次 構 造 が 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ の た め 、Esr41部 分 欠 失 
体 の Hfq結 合 能 の 低 下 の 原 因 と し て 、欠 失 変 異 に よ る Esr41の二次構 造 の 変 化 の 
可 能 性 を 考 え、RNA 二 次 構 造 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア mfold (Zuker, 2003) を用いて 
Esr41部 分 欠 失 体 の 二 次 構 造 を 予 測 し た （図 16)。先 に 述 べ た よ う に 、野 生 型 Esr41 
に は stem-1と stem-2の 2つ の ス テ ム ル ー プ と Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 と い 
う 二 次 構 造 が 予 測 さ れ て い る 。 各 部 分 欠 失 体 の 予 想 二 次 構 造 を 比 較 し た と き 、 
Hfq結 合 能 が 低 下 す る 11-15塩 基 領 域 欠 失 体 と 31-35塩 基 領 域 欠 失 体 の み 、 
stem-2に あ た る Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 直 上 流 の ス テ ム ル ー プ が 失 わ れ 
て い た （図 16)。 こ の 結 果 か ら 、Hfqと の 結 合 に お い てEsr41の stem-2が重要で 
あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
本 章 の 結 果 、及 び 第 2章 の Esr41の 塩 基 対 形 成 領 域 の 同 定 の 結 果 を 考 
慮 す る と 、Esr41の 16 - 28塩 基 領 域 は 塩 基 対 形 成 領 域 、29 - 39塩 基 領 域 、及び 
Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ ー 末 端 の ポ リ U配 列 は Hfq結 合 領 域 だ と 考 え ら れ る 
(図 17)。
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図16 Esr41部分欠失変異体の予想二次構造
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各Esr41部分欠失変異体の二次構造をmfold (Zuker, 203 )を用いて解析した。斜体太 
字はRho非依存性ターミネータ一の5'側直上流のステムループ構造（stem-2)を示す。
_______stem-1 stem-2 Rho-independent terminator____________ 10_____ 20 30 40 50 60 705GAUGC\JCUhGGCh\JCACAUlJUUCUCCAlJGGGGlJA\JUCCClJCCGCCGGCAdUAUGUGUUGCUGGCGUUUUUUUAU-3' 
fiase-paring sice  Hfq-binding sice  Hfq-binding sice
for ler mRNA ?
図17 Esr41の予想される各機能領域
3. 考察
Hfq依 存 性 の sRNAは 、標 的 mRNAと の 塩 基 対 形 成 領 域 、Hfq結 合 領 
域 、Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 領 域 の 少 な く と も 3つ の 機 能 的 な 要 素 を 有 し 
ている。 標 的 mRNAと 部 分 的 な 相 補 性 を 持 つ 塩 基 対 形 成 領 域 は 、多 く の sRNA 
で 明 確 に さ れ て お り 、 こ の 領 域 で 形 成 さ れ る 塩 基 対 形 成 を 介 し て 標 的 mRNAの 
翻 訳 や 安 定 性 を 制 御 す る 。ま た 、GC-richな 回 文 配 列 の 直 後 に ポ リ U配列が続く 
Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 役 割 も 明 確 に さ れ て い る 。sRNAに 限 ら ず 、多く 
の RNAの 3,末 端 に 位 置 す る Rho非 依 存 性 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 第 一 義 的 な 役 割 は 、 
転 写 を 終 結 さ せ る こ と で あ る 。 ま た 、 タ ー ミ ネ ー タ 一 の 一 部 で あ る ス テ ム 構 造 
は 、転 写 後 の RNAを 3,エ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 か ら 保 護 す る と い 
う 一 般 的 な 役 割 を 持 つ （Abe and Aiba，1996; Aiba etal.，1991)。 一 方 で 、sRNA の 
Hfq結 合 領 域 は 不 明 な 点 が 多!/ヽ。 こ れ ま で に フ ッ ト プ リ ン ト 法 な ど のin vitroの 
解析から OxyS (Zhang et al., 2002)や 、Spot42 (Meller et al., 2002b)、DsrA (Brescia 
etal” 2003)、RyhB (Geissmann and Touati, 2004)、RybB (Balbontfn et al., 2010) 
な ど の い く つ か の sRNAに お い て Hfq結 合 領 域 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の Hfq結 
合 領 域 は sRNAの 内 部 の ス テ ム ル ー プ 構 造 の 近 傍 に 存 在 す る 一 本 鎖 AUリッチ 
配 列 で あ る 。 しかしながら、RyhBに お い て 、 フ ッ ト プ リ ン ト 法 か ら 同 定 さ れ た 
Hfq結 合 領 域 を 変 異 さ せ て も、in vivoで の RNA量 と 標 的 mRNA抑 制 機 能 に 影 響 
が な か つ た （Geissmann and Touati, 2004; Hao et al.,2011)。 こ のことは、in vitro 
で 同 定 さ れ た Hfq結 合 領 域 の 中 に、in vivoで の sRNA機 能 と は 相 関 し な い 領 域 
が 含 ま れ る 可 能 性 を 示 唆 す る 。 こ れ は 、 こ れ ま で の sRNAの Hfq結 合 領 域 に 関 
す る 複 数 の 報 告 に 共 通 す る 課 題 で あ る 。 こ れ ら の こ と を 踏 ま え 本 研 究 で は 、m
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vivoと、in vitroの 実 験 を 組 み 合 わ せ る こ と で 、Hfqに よ る Esr41の 安 定 化 に 重 要 
な 領 域 や 配 列 、構 造 的 な 特 徴 の 解 明 を 目 指 し た 。
野 生 株 とhfq欠 損 株 に お け る Esr41部 分 欠 失 体 の RNA量 を 解 析 し た 結 
果 、11-15塩 基 領 域 欠 失 体 で は 、野 生 型 Esr41と 比 べ RNA量 の減少が見られる 
とともに、 野 生 株 とhfq欠 損 株 で の RNA量 が 同 程 度 で あ っ た （図 15A)。 また 
11-15塩 基 領 域 欠 失 体 は Hfqと の 結 合 能 が 低 下 し て い た （図 15B)。 これらの結 
果 は 、 野 生 株 とhfq欠 損 株 で の RNA量 を 解 析 す る こ と で 、 そ の RNAの Hfq結 
合能を角P析 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 一 方 で 、31-35塩 基 領 域 欠 失 体 で は 、 
野 生 株 と 欠 損 株 間 で RNA量 に 差 が 見 ら れ た に も 関 わ ら ず 、Hfq結 合 能 の 低 
下 が 見 ら れ た 。 こ の こ と は 、 野 生 株 と ；^ 欠 損 株 で の RNA量 の 解 析 に よ る 、 そ 
の RNAの Hfq結 合 能 解 析 は 、定 性 的 な 評 価 し か で き な い こ と を 示 す 。 ま た 11- 
15塩 基 領 域 欠 失 体 よ り も 31-35塩 基 領 域 欠 失 体 の 方 が 、野 生 株 に お け る RNA 
量 が 増 加 し て お り、w vzTroに お け る Hfqと の 結 合 能 も 高 か っ た （図 15B)。 この 
結 果 は 、Hfq結 合 能 の 高 さ と RNAの 安 定 性 に 相 関 が あ る こ と を 示 唆 す る 。
本 研 究 の 結 果 、Esr41の stem-2構 造 が Hfqとの結合に重要であることが 
示 唆 さ れ た 。しかし、stem-2の 構 造 を 維 持 す る よ う に 変 異 を 導 入 し た Esr41-stou2 
も RNAの 安 定 性 が 低 下 し た （図 12)ことから、stem-2の 構 造 だ け が Hfqによる 
Esr41の 安 定 化 に 重 要 な の で は な く 、他 に 必 要 な 要 素 が 存 在 す る 可 能 性 が 高 い 。 
そ の 必 要 な 要 素 の 一 つ と し て 挙 げ ら れ る の が 、第 2章 の 考 察 で 述 べ た stem-2の 
ル ー プ 領 域 の 5，-UAUU-3,配 列 で あ る 。 こ の 予 想 と 、先 に 述 べ た 「sRNAの内部 
の ス テ ム ル ー プ 構 造 の 近 傍 に 存 在 す る 一 本 鎖 AUリ ッ チ 配 列 が Hfq結合領域に 
な る 」 と い う 報 告 は 合 致 す る 。 こ れ を 検 証 す る た め 、 ゲ ル シ フ ト 法 を 用 い た
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Esr41-stmu2や 、ル ー プ 領 域 の 5，-UAUU-3,配 列 に 変 異 を 導 入 し た 変 異 体 の Hfq 
結 合 能 のin vitro解 析 、ま た Esr41変 異 体 と Hfqのin vivoに お け る 結 合 能 を 解 析 
す る た め 、Hfqの 免 疫 沈 降 法 を 用 い て 解 析 し た い 。
こ こ ま で の 解 析 の 結 果 、Esr41の 各 機 能 領 域 を 部 分 的 に 明 ら か に で き た 
(図 17)。stem-1の 構 造 の 重 要 性 は ま だ 明 確 に は 見 出 せ て い な い が 、5,末端に位 
置 す る こ と 、stem-1が 短 く な る こ と が 予 想 さ れ る 6 -10塩 基 領 域 の Esr41部分欠 
失 体 （図 16)は、野 生 型 Esr41と 比 べ てRNA量 の 減 少 が 見 ら れ る こ と （図 16) 
か ら 、5,ェ キ ソ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 分 解 を 防 い で い る 可 能 性 が あ る 。この点 
に つ い て 理 解 を よ り 深 め る こ と で 、Esr41全 体 の 機 能 領 域 を 解 明 し た い 。
56
第 4章 Esr41に よ る べ ん 毛 遺 伝 子 群 発 現 の 促 進 機 構 の 解 析
1. 要旨
0157 Sakai株 に お い て 、病 原 性 発 現 時 に LEE遺 伝 子 群 の 発 現 が 促 進 し 、 
べ ん 毛 遺 伝 子 群 の 発 現 が 抑 制 さ れ る と い う 協 調 的 発 現 制 御 機 構 が 報 告 さ れ て い 
る （Iyoda et al., 2006)。 そ の た め 、LEE遺 伝 子 群 の 発 現 が 抑 制 さ れ るesr41過剰 
発 現 株 で は 、 べ ん 毛 遺 伝 子 群 の 発 現 促 進 と 、 そ れ に よ る 遊 走 性 の 上 昇 が 予 想 さ 
れ た 。 こ れ を 検 証 し た 結 果 、予 想 通 り 過 剰 発 現 株 で は 遊 走 性 の 上 昇 、及び 
べ ん 毛 の 主 要 構 成 タ ン パ ク 質 FliC (フ ラ ジ ェ リ ン ） の 量 、及 び べ ん 毛 遺 伝 子 群 
の 発 現 促 進 が 観 察 さ れ た 。 前 述 の よ う に 0157 Sakai株 に は 協 調 的 発 現 制 御 機 構 
が 存 在 す る た め 、べ ん 毛 遺 伝 子 群 の 発 現 上 昇 は 、Esr41に よ る /erの発現抑制を 
介 し て 引 き 起 こ さ れ た と 考 え ら れ た 。 し か しながら、LEE遺 伝 子 群 が 存 在 し な 
い K-12株 で ewWを 発 現 さ せ た 場 合 で も 、遊 走 性 の 上 昇 が 見 ら れ 、 さらにべん 
毛 遺 伝 子 群 の 最 上 流 転 写 因 子 の 一 つ FlhDタ ン パ ク 質 量 の 増 加 も 見 ら れ た 。 これ 
ら の 結 果 か ら 、Esr41はflhDの 発 現 を 促 進 す る こ と が 予 想 さ れ た 。この機構の解 
明 を 目 指 し て 解 析 し た と こ ろ 、Esr41によるガ/zZ) プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 変 動 は 見 ら 
れ な か つ た 一 方 で 、flhDプ ロ モ ー タ ー を ア ラ ビ ノ ー ス プ ロ モ ー タ ー に 置 換 し た 
yZ/zD遺 伝 子 を 用 い て も 、Esr41に よ る FlhDタ ン パ ク 質 量 の 増 加 が 見 ら れ た 。 こ 
の 結 果 か ら 、Esr41が ，/^の 翻 訳 を 促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 次 に 、Esr41に 
上るflhD発 現 促 進 に お い て 、JlhDCmRNAの 5,非 翻 訳 領 域 に 存 在 す る 、Esr41と 
の 予 想 塩 基 対 形 成 領 域 が 重 要 で あ る 可 能 性 を 検 討 す る た め に 、 こ の 領 域を欠失 
させたflhDCAIを 構 築 し 、解 析 し た 。そ の 結 果 、野生型ガ/^Cと同様に//zZXMi
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で も Esr41に よ る 発 現 促 進 が 観 察 さ れ た 。こ の 結 果 か ら 、Esr41は 、ガZzZX：mRNA 
上 の 予 想 し た 領 域 と は 別 の 領 域 と 塩 基 対 を 形 成 す る こ と でflhDの発現を促進し 
て い る と 考 え ら れ る 。
2 . 結果
(1 )の過剰発現により、べん毛遺伝子群の発現が上昇することで遊走性 
が上昇する。
多くの病原性細菌において病原性関連遺伝子とべん毛関連遺伝子の協 
調的発現制御が知られている（Akerley et al., 195; Bleves et al., 2002; Eichelberg 
and Galan, 2000; Home and Pris, 2006; Iyoda et al., 2001; Lucas et al., 2000)。0157 
Sakai株についても、LEE遺伝群の発現が上昇するとき、gr/似 系の働きにより 
べん毛遺伝子群の発現が抑制されるという協調的発現制御が報告されている 
(Iyoda and Watanabe, 2005; Iyoda et al., 2006)。この報告を考慮すると、LEE 遺伝 
子群の発現を抑制するesr41の過剰発現が、同時にべん毛遺伝子群の発現を上昇 
させる可能性が考えられた。そこで、esr41を過剰発現させた0157 Sakai株の遊 
走性を解析した。esr41を過剰に発現するpRS-Esr41(またはコントロールべク 
ターpRS414)を保持するSKI-5142株をDMEM軟寒天培地で培養した。DMEM 
はLEE遺伝子群の発現を誘導する培地であり、べん毛遺伝子群の発現を抑制す 
る （Abe et al., 2002; Giron et al., 2002; Zhou et al., 2003)。解析の結果、pRS-Esr41 
を保持するewW過剰発現株では、保持しない株と比べ、遊走円が大きく、高い 
遊走能を持つことがわかった（図18A)。また、DMEMで培養したesr41過剰発 
現株におけるべん毛を構成するタンパク質の一つ、FliC (フラジェリン）の量を 
ウェスタンブロッテイングにより解析したところ、esr41過剰発現株において、 
過剰発現しない株と比べてFliCタンパク質量の増加が見られた（図18B)。
次に、DMEMで培養したesr41過剰発現株におけるべん毛遺伝子群の発 
現を、定量的PCRを用いて解析した。べん毛遺伝子群は3つの階層に分かれて
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おり、べん毛遺伝群の発現を制御するマスターレギュレーターFlhDCをコード 
するクラス1、FlhDCによる正の転写制御を受けるクラス2、クラス2にコード 
されるシグマ28による正の転写制御を受けクラス3にわかれる（図20C)。解 
析の結果、esr41過剰発現株では、過剰発現しない株と比べて、クラス1のflhD、 
クラス2のシグマ28をコードするfliA、クラス3のfliC、motAのmRNA量が顕 
著に増加した（図19)。一方、クラス1のfliA以外の遺伝子はmRNAの変動が 
見られなかった（図19)。クラス2の 以 外 の 遺 伝 子 のmRNA量が変動しな 
い理由は定かではないが、Esr41によりべん毛遺伝子群の発現が全体的に上昇す 
ることがわかった。
esr41過剰発現株の遊走性の上昇、及びべん毛遺伝子群の発現上昇は、 
DMEMで培養した際に観察されたことから、Esr41によるlerの発現抑制を介し 
て、べん毛遺伝子群の発現が上昇したと予想した。しかしながら、LBでesr41 
過剰発現株を培養した場合においても、Esr41によるFliCタンパク質量の上昇が 
観察された（図18B)。LBで培養した0157 Sakai株は、DMEMで培養した場合 
と比べて、flhDCの発現を負に制御するkrやgrlRAの発現が抑制される（Abe et 
al., 2002)。したがって、LBで培養した場合でもEsr41によるFliCタンパク質量 
の上昇が見られたことは、Esr41によるべん毛遺伝子群の発現促進はlerを介し 
た制御だけではなく、Esr41がler以外のべん毛遺伝子群の発現に関与する遺伝 
子を標的とし、その発現を制御することで、べん毛遺伝子群の発現を促進して 
いることを示唆する。
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図18 の過剰発現により、0157 Sakai株の遊走能が上昇する。
A. em/過剰発現株、ew/ゾ欠損株の遊走性解析。pRS414 (vec)、またはpRS-Esr41 (Esr41) 
を保持するSKI-5142株(0157)、またはSKl-5142Ae5rJ/株(0157AmW/)をDMEM軟寒 
天培地で培養した。B.^ W/過剰発現株の菌体中に含まれるフラジェリン（FliC)の解析。pRS414 (vec)、または pRS-Esr41旧5「4丨）を保持する51<丨-5丨42株を0\^\1、及びLBで培養した。培養液を遠 
心分離し、菌体沈殿からタンパク質試料を調製し、anti-FliC (anti-H7)抗体を用いたウェ 
スタンブロッ亍イングにより解析した。各株について、独立に2本の培養を行い、各々か 
らタンパク質試料を調製し、隣り合わせのレーンで電気泳動を行った。
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Class 1  Class 2  Class 3
図19作/^ の 過 剰 発 現 に よ 及 び LEE遗伝子群のmRNA置が減少する。 
一方、べん毛遗伝子群のmRNA量が増加する。
過剰発現株におけるべん毛遺伝子群の遺伝子発現解析。pRS414 (vec)、または pRS-Esr41 (Esr41)を保持するSKI-5142株をDMEMで培養した、RNA試料を調製した。 RNA試料からcDNA試料を調製し、図に示す遺伝子のmRNA量を定量的PCRにより 
解析した。
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Esr41は0157 Sakai株のべん毛遺伝子群の発現を促進することで遊走 
性を上昇させる。これまでの解析からEsr41によるべん毛遺伝子群の発現促進機 
構として2つの可能性を予想した。一つが、Esr41による/er抑制を介したべん 
毛遺伝子群の発現促進、もう一つが、Esr41による、/ぴ以外の標的遺伝子の発 
現制御を介したべん毛遺伝子群の発現促進である。後者の可能性を検証するた 
め、lerを含むLEE遺伝子群を持たないK-12株においてesr41を発現させた時 
の遊走性を解析した。pRS-Esr41(またはpRS414)を保持するK-12株をDMEM 
軟寒天培地で培養した。その結果、pRS-Esr41を保持する株のみ、遊走性の上昇 
がみられた（図20A)。このことは、Esr41が/er以外の標的遺伝子を持つことを 
示す。また、0157 Sakai株由来のjlhDCの転写制御領域とflhDCのコード領域(参 
考図2)を運ぶプラスミドで、pRS-Esr41(またはpRS414)を保持するガ/の欠損 
K-12株を形質転換した。この形質転換体をDMEMで培養したときのFlhDタン 
パク質量をウェスタンブロッテイングにより解析した。その結果、が47を発現 
する株は、発現しない株と比べて、FlhDタンパク質量が増加していた（図20B)。 
flhDはJlhCとオペロンを組むことが知られており、またflhCの翻訳はflhDと共 
役している可能性がある。そのため、FlhDタンパク質量の増加はFlhCのタンパ 
ク質量の増加を伴う可能性が高い。これらのことから、Esr41は、ガ/zZX：の発現 
を上昇させることで、べん毛遺伝子群の発現を促進していることが示唆され、 
加えて、Esr41は/;ziX：を直接の標的とするか、もしくは_/7WX：の転写を制御す 
る遺伝子を標的とすることが示唆された（図20C)。
(2) Esr41はK-12株の遊走性も上昇させる。
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べん毛遴伝子群
図20 EsrWは！<-12株の遊走性も上昇させる。
A.以 発 現 K-12株の遊走性解析。pRS414 (vec)、またはpRS-Esr41 (Esr41)を保持する MG1655A/acZ^DMEM軟寒天培地で培養した。
B. esrW発現K-12株の菌体中に含まれるFlhDタンパク質の解析。pRS414 (vec)、または pRS-Esr41 (Esr41)で、pMW-flhDC fulを保持するNS1212 (/V^D/+flhDC)を形質転換し 
た。DMEMで ま で 培 養 し 、培養液を遠心分離した。菌体沈殿からタンパク質試 
料を調製し、anti-FlhD抗体、もしくはanti-RpoA(ローデイング■コン卜ロ一ル)を用いたウェ 
スタンプロッテイングにより解析した。C. LEE遺伝子群、べん毛遺伝子群とEsr4丨の標的遺伝子の予想。
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(3) Esr41は、ガZlDを標的とし、その翻訳を上昇させる。
Esr41によるべん毛遺伝子群の発現促進における、Esr41の標的として、 
の可能性と冲/X：の転写制御因子の可能性が考えられた。まず後者の可能 
性を検証するため、flhDCの転写制御領域（参考図2)の下流にSD配列を含む 
/acZ遺伝子を結合させたコンストラクト(Pj]hDC-lacZ)を構築し、Esr41による 
抑プロモーター活性の変動を解析した（図21A)。PflhDC-lacZを'運Sプラスミ 
ドで、pRS-Esr41(またはpRS414)を保持するflhD欠損K-12株を形質転換した。 
各形質転換体をDMEMで培養し、その培養液の卜ガラクトシダーゼ活性を測定 
した。その結果、esr41の発現による(3-ガラクトシダーゼ活性の上昇の程度は小 
さかった（図21B)。この結果は、Esr41が，/^Cのプロモーター活性に影響を 
与えないことを示し、これはEsr41の標的が、/;2DCの転写を制御する因子では 
なく、flhDCであることを強く示唆する。
この可能性の検証のため、_/27z£>Cのプロモーターを外来のプロモータ  ー
であるアラビノース濃度依存的に転写活性を制御可能なaraBADプロモータ  ー
に置換したコンストラクト(Para-flhDC)を構築した（図 21C ;参考図2)。 
Para-flhDCを運ぶプラスミドで、pRS-Esr41(またはpRS414)を保持するflhD 
欠損K-12株を形質転換した。その形質転換体をDMEMで培養し、OD600=0.4 
付近でアラビノースを添カロし、//zZX： mRNAを転写誘導した。誘導後、0分、及 
び15分で培養をとめ、ウェスタンブロッテイングによりFlhDタンパク質量を 
解析した。解析の結果、誘導後15分でFlhDタンパク質が検出された（図21D)。 
软 esr41を発現させた株のFlhDタンパク質量は、発現しない株と比べて、顕 
著に増加していた（図21D)。この結果は、Esr41はメ/2/X：を標的とし、その翻
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訳を促進することを示唆する。
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図21Esr41は/7/»Z)を棵的とし、翻訳を上昇させる。
A.図2IBの解析に用いたコンストラク卜/^y/acZ(参考図2)の略図。B. Esr41がの転写に与える影響。pRS414 (vec)、またはpRS-Esr41 (Esr41)で、 
Aのコンストラク卜を運ぶpMW-pflhDC-lacZを保持するNS1212(4/7/;D)を形質転換 
した。各形質転換体をDMEMで ま で 培 養 し 、培養液のp-ガラクトシダ一 
ゼ活性を測定した。
C.図21Dの解析に用いたコンストラク卜/^ra：/7W)a参考図2)の略図。D. Esr41の標的遺伝子の同定。pRS414 (vec)、またはpRS-Esr41 (Esr41)で、Cのコン 
ス卜ラク卜を運ぶpAraDC3Fを保持するNS1212株 （4/7/;/)を形質転換した。形質転 
換体を00^ = 0.4付近まで培養した培養液に終濃度2% となるようにアラビノース 
を添加し培養を継続した。ァラビノース添加後、0分間、15分間培養した培養液か 
らタンパク質試料を調製した。タンパク質試料をanti-FlhD抗体、もしくはanti-RpoA (ロ一デイング■コン卜ロ一ル）を用いたウェスタンブロッテイングにより解析した。
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(4) Esr41によるflhD発現促進にflhDC mRNAの107 -150塩基領域は不必要
である。
sRNAによる翻訳促進の例は少ない（Storz et al., 2004)。その中で、最 
も詳細に解析されているのはDsrAによるrpoSmRNAの翻訳促進である（Soper 
and Wodson, 2008)。rpoS mRNAが持つ約350 ntの長!/、5,非翻訳領域は、SD配 
列や開始コドンを含むような二次構造を形成することで翻訳効率が低い状態に 
保たれている。この5,非翻訳領域に、低温ストレスなどで転写誘導されるDsrA 
が結合することで、二次構造が変化し、翻訳効率が上昇する（Soper and Wodson, 
2008; Soper et al.,2011)。一方、flhDC mRNA も約 200 nt もの長レ、5,非翻訳領域 
を持ち、SD配列や開始コドンを含むように二次構造を形成する（Yakhnin et al., 
2013)。そして、その二次構造を変化させ得る領域で、Esr41が塩基対形成でき 
得る配列が讲DC mRNAの126 -142塩基領域iflhDCの転写開始点を1とする； 
参考図2)に存在する（図22A)。そのため、_/7/2DCmRNAの107-150塩基領域 
を欠失させることで、SD配列や開始コドンを含むような二次構造ができず、か 
つEsr41との予想塩基対形成領域（図22A) もないコンストラクト(flhDCAI •， 
図 22A、参考図2)を構築した。このコンストラクトを運ぶプラスミドで、 
pRS-Esr41(またはpRS414)を保持する//zD欠損K-12株を形質転換した。この 
形質転換体をDMEMで培養したときのFlhDタンパク質量をウヱスタンブロッ 
テイングにより解析した。その結果、107-150塩基領域を保持している場合（図 
20B)と同じように、Esr41を発現する株は、発現しない株と比べて、FlhDタン 
パク質量が増加していた（図22B)。この結果は、Esr41に よ る 発 現 促 進 に 
flhDC mRNAの107 -150塩基領域は必要ないことを示し、図22Aで示したEsr41
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とflhDC mRNAの5,非翻訳領域間での塩基対形成の可能性は否定された。この 
ことから、Esr41はDsrAプpo5mRNA型翻訳促進機構ではない別の機構で、メ/zDC 
の発現を促進している可能性が高い。そこで、Esr41と塩基対形成可能な領域を 
flhDC mRNAの翻訳領域を中心に探索した結果、flhC翻訳領域にEsr41と塩基対 
形成可能な領域が存在した（図22A)。この塩基対形成を介して、Esr41H flhDC 
mRNAの安定性の上昇や、二次構造変化に伴う翻訳促進を促している可能性が 
ある。
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A
4,1  Esr4l  y 2,9 ip3 • -CUCCCUUAGGGGUACCUCUUU- • 5，
5、-UACcddd^CUuddddGcdKcKuCACGGGGUGCGGUGAAACCG
JAAAAAUAAAGUUGGUUAUUCUGGgUGGGAAUAAUGCAUA-. 3.CAU U,
I07T50flhDC mRNA (-1200 nt)
B
5，. -AACAGUGCCCCAAGCAGAAGAAGGA- • 3' 
3 • • (^CUUAUGGGGyACCUCUUUUACA. • 5，
38  ES「4 I  28  16
A//7D/+flhDCAl
FlhD
vec Esr41
図22 Esr41による/7/z/)発現促進にy7/iZ)CmRNAの107-150塩基領域は不必要である。
八.抑/)(：11心八の略図と、予想される£5「41塩基対形成領域。7/7/)(：の転写開始点を1 
とする。赤で示す107-150塩基領域はpMW-flhDCAlで欠損させた領域(参考図2)
を示す。黒のアスタリスクはA-U、またはG-Uペアを、赤のアスタリスクはG-Cペアを 
示す。B. Esr41による/7/Z)発現促進におけ令/7ADCmRNAの5'非翻訳領域の重要性。 pRS414(vec)、またはpRS-Esr41 (Esr41)で、pMW-flhDCAlを保持するNS1212株 (4/7；?D/+flhDCAりを形質転換した。形質転換体をDMEMで ま で 培 養 し 、 
培養液を遠心分離した。菌体沈殿からタンパク質試料を調製し、anti-FlhD抗体を 
用いたウェスタンブロッテイングにより解析した。
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多くの病原性細菌において病原性関連遺伝子とべん毛関連遺伝子の協 
調的発現制御が知られている（Akerley et al., 195; Bleves et al., 2002; Eichelberg 
and Galan, 2000; Home and Prus, 2006; Iyoda et al., 2001; Lucas et al., 2000)。0157 
Sakai株にも、病原性関連遺伝子をコ一ドするLEE遺伝子群とべん毛遺伝子群の 
協調的発現制御が知られており、その制御にはGrlRAが重要な働きをする。gHRA 
の発現はLerによって正に制御されており、GrlAは、lerの発現を正に、jlhDC 
の発現を負に制御する。GrlRはGrlAの転写制御活性を抑制するが、何らかの条 
件下でプロテアーゼClpXPにより分解されるため、GrlAによるlerの発現促進、 
及びy/Zz/XJ の発現抑制が誘起される（Iyoda and Watanabe, 2005; Iyoda et al., 2006)。 
これが、0157 Sakai株で見られるLEE遺伝子群とべん毛遺伝子群が協調的に制 
御される機構の1つである。
上述のような機構が知られているため、Esr41によるべん毛遺伝子群の 
発現促進も、Esr41によるfer抑制を介した制御であると考えた。しかしながら、 
lerを含むLEE遺伝子群やgHRAを持たないK-12株においてもべん毛遺伝子群 
の発現促進が見られたことからさらに解析を進めた結果、Esr41がflhDCの 魏  
を促進することを見出した。このことから、以/^7過剰発現時の0157 Sakai株に 
おいては、Esr41による/;のC発現促進の直接的な効果に加え、Esr41によるんr 
抑制を介した間接的な効果でべん毛遺伝子群の発現が上昇することが示唆され 
る。
flhDC遺伝子はオペロンを形成しており、またflhDの翻訳とflhCの翻 
訳は共役することが示唆されている。が从？の発現によりFlhD量が増加する（図
3.考察
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20B)ことから、同時にFlhC量も増加することが示唆される。この点を確かめ 
るために、今後、ウェスタンブロッテイングによりFlhC量を解析する必要があ
る。
0157 Sakai株において、esr41の発現が!rhAの発現を抑制することを示 
した（図6)。LrhAは；7/7DCの発現を負に制御することが知られおり（Lehnen et 
al., 2002 ;図23)、これを考慮するとEsr41によるべん毛遺伝子群の発現促進は 
LrhAを介した機構でも説明できるが、図21で示したようにEsr41\こよるflhDC 
の転写活性の上昇はあまりみられなかった。この結果は、Esr41による77/iDCの 
発現促進においてLrhAを介した機構はあまり重要ではないことを示唆するが、 
図21の解析はK-12株を用いた解析であるため、0157 Sakai株でもLrhA非依存 
的にEsr41による_/7/iZX：の発現促進が見られるかどうかを解析する必要がある。
図21Bの結果は、Esr41によるflhD発現促進が転写後制御であること 
を示す。flhDC mRNAは比較的長い5'非翻訳領域を持ち、フットプリント法か 
ら5つのステムループを形成することが報告されている（Yakhnin et al., 2013)。 
このステムループの機能は部分的にしか明らかになっていないが、おそらく 
flhDC mKNAの翻訳活性に影響を与えている可能性が高い。また、5種類のsRNA 
IflhDC mRNAの5,非翻訳領域に結合し、翻訳を制御することも報告されてい 
ることから(De Lay and Gotesman, 2012; Thomason et al., 2012) ^ Esr41も同様に 
5,非翻訳領域に結合する可能性を考え、Esr41と塩基対形成可能な領域を、5,非 
翻訳領域を中心に探索をした結果、flhDC mRNA (D126 -142塩基領域を同定し 
た （図22A)が、解析の結果、その領域はEsr41の抑の発現促進に関与しない 
ことがわかった。次に、Esr41と塩基対形成可能な領域を_/Z/?DC mRNAの翻訳領
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域を中心に探索した結果、ガ/ziX：mRNAの865 - 885塩基領域を同定した（図22A)。 
Esr41がこの領域で実際に塩基対形成を形成しているかどうかは、今後、解析す 
る必要がある。標 的mRNAの翻訳領域に結合し、その発現を促進するような 
sRNAは知られておらず、Esr41がもし予想した領域で塩基対を形成するのであ 
れば、その発現促進機構は新規である。多くの既知sRNAの作用機構を勘案す 
ると、翻訳領域に結合することによるmRNAの安定性の上昇、もしくは二次構 
造変化に伴う翻訳効率の上昇は十分に予想することができる。一方で、先に述 
ベたように//^ CmRNAに作用するsRNAや翻訳因子が既に知られているため、 
Esr41がそれらの因子のいずれかに作用することによりガ;zDCの発現を制御して 
いる可能性もある。
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第 5章 総 合 考 察
本研究は、0157 Sakai株が有するsmall regulatory RNA Esr41の機能を、 
過剰発現株における遺伝子発現変動に着目し、それが引き起こされる分子機構 
の解明を目指した。Esr41のような0157 Sakai株に存在し、K-12株には存在し 
ない sRNAの解析は初めての試みであり、0157 Sakai株を用いた解析により 
Esr41の機能を解析するとともに、細菌が生育するために必要な基本システムを 
0157 Sakai株と共有するK-12株を用いることで、より詳細なEsr41の作用機構 
を解析した。0157 Sakai株はその染色体内に多くのプロファージを保持するた 
め (Asadulghani et al., 2009; Hayashi et al., 2001b) %解析の内容によっては安定し 
た結果を得ることが難しい一方、K-12株ではそのような問題がなく、Esr41の詳 
細な作用機構を解析するのには適している。
Esr41はLEE遺伝子群の発現抑制、べん毛遺伝子群の発現促進を、そ 
れぞれ独立した標的遺伝子を持つことで果たしており、また別の標的遺伝子が 
存在することも本研究により示唆された（図 6,7)。複数の標的遺伝子を持つ 
sRNAは多数報告されており、sRNAの一般的特徴と言ってもよい。例えばカタ 
ボライト抑制に関与するSpot42sRNAは糖代謝に関与する約16種の標的遺伝子 
を持ち（Papenfort and Vogel,2011;Beisel and Storz, 2011)、また鉄イオン代謝に関 
与するRyhB sRNAは10種の膜タンパク質遺伝子を標的とする（Vogel, 2009)。 
これらの例のようにsRNAが複数の標的遺伝子を持つことは、細胞内の遺伝子 
発現パターンを生育環境の変化に合わせて迅速に変化させることに寄与してい 
ると考えられる。LEE遺伝子群は約40個、べん毛遺伝子群は約60個の遺伝子
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を含んでおり、Esr41がこれらの遺伝子群のマスターレギュレーターの発現を制 
御することは、多くの遺伝子の発現を一斉に制御する方法として合理的である。 
加えて、Esr41の/び抑制効果は、翻訳融合したtocZ遺伝子由来の酵素活性で測 
定した場合、過剰発現させない場合と比べて0.5倍程度であり（図7)、それほ 
ど強い翻訳抑制ではないが、/erの発現を制御する上流因子にもEsr41の標的遺 
伝子があることを考えると、LEE遺伝子群の発現抑制は、Esr41がんrだけでな 
く、その上流因子の発現制御も含めた二重の効果によってもたらされている可 
能性が高い（図6,7)。
先述したように0157 Sakai株においてLEE遺伝子群の発現が上昇する 
時、べん毛遺伝子群の発現は抑制される（Iyodaetal., 2006)。この2つの遺伝子 
群の協調的発現制御の意義は、宿主細胞への接着後に運動性を司るべん毛は不 
必要であることと、べん毛は宿主側の免疫の対象となるため、宿主の自然免疫 
系の応答を回避するためだと考えられている（Hayashi et al., 2001a)。Esr41は、 
現在報告されている協調的発現制御とは逆の制御、つまりLEE遺伝子群の発現 
を抑制し、べん毛遺伝子群の発現を促進する新規のレギュレーターであること 
から、0157株の病原性発現制御機構の一端を担うことが予想される。esr41自 
身の発現制御機構は未解明であるが、何らかの環境条件下でがMiは転写誘導さ 
れ、0157株の感染戦略•生存戦略において重要な働きをすることが予想される。 
したがって、Esr41の生理学的意義を追求するためには、esr41の発現制御機構 
を理解することが重要であると考えられる。
Esr41作用機構の解析から、Esr41はler、 及びJlhDCを標的とすること 
が示されたが、塩基対形成領域の同定には至っていない（第2章、第4章)。こ
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れまでに標的が同定されているsRNAでは、核となる塩基対形成領域の一塩基 
の置換だけでもsRNAの作用が失われるものもある（De Lay and Gotesman, 2012; 
Kawamoto et al.，2006)。その一方で、sRNAの作用の阻害のためには、複数の塩 
基置換をしなければならないsRNAもある（De Lay and Gotesman, 2012)。ler 
mRNAのSD配列を含む領域に1塩基の置換変異を導入してもEsr41によるler 
抑制効果は失われなかったこと（結;P：未記載）から、Esr41は後者のタイプの 
sRNAであることが示唆される。今後は、複数の変異をEsr41に導入することで、 
塩基対形成領域を同定したい。しかし、その一方で、/erや_/7/2DCの発現を翻訳 
段階で制御する因子にEsr41が作用している可能性がある。その翻訳制御因子と 
して、sRNA、及びRNAに特異的に結合するタンパク質が挙げられる。前者に 
関して、lerを標的とするsRNAは報告がないが、flhDCを標的とするsRNAは 
K-12株で5種同定されている（De Lay and Gotesman，2012)。sRNA自身の発現 
制御に別のsRNAが関与することはあまり知られていないが、今後はその可能 
性も考える必要がある。また後者に関して、翻訳制御に関わるRNA結合タンパ 
ク質としてCsrAが知られている(Wei et al., 2001)。CsrAは糖代謝制御を行う因 
子として同定されたが、その後、多くの標的mRNAの翻訳を負、または正に制 
御 す る こ と が 報 告 さ れ て い る（Baker et al., 2007; Bhat et al., 209; 
Lucheti-Miganeh et al., 2008)。CsrAの標的となるRNAは特徴的な結合モチーフ 
を持ち、それは短いステムループのループ上のGGA配列である。このCsrA結 
合モチーフを複数持つCsrB RNA, CsrC RNAによってCsrAの翻訳制御活性は 
調節されている（Timmermans and Van Melderen, 2010)。興味深！/、ことに、CsrA 
は_/%DCmRNAに結合し、そのRNAの安定性を向上させることでJlhDCの発現
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を促進している（Weietal.，2001; Yakhninetal.，2013)。Esr41は> CsrAや他の翻 
訳制御因子の活性や発現を調節することで、lerやflhDCの発現を促進している 
可能性も考えられる。また近年、Hfq依存的な塩基対形成を介した翻訳制御と、 
CsrBやCsrCのようにCsrAに結合することによる翻訳制御活性の調節という両 
方の機能を持ったMcaS sRNAが報告された（Jorgensen et al., 2013; Thomason et 
al.，2012)。McaSも、Esr41と同様に10 nt以下の小さいRNAであるが、Hfqに 
依存した塩基対开多成を介して標的mRNAの翻訳を制御する機能と、CsrAに結合 
することで、CsrAを介した翻訳制御のパターンを変化させる機能を持つ。Esr41 
にはCsrAとの結合に重要なGGAモチーフが存在しないため、CsrAと結合する 
可能性は低いが、Esr41にもMcaSのように、Hfqに依存した翻訳の制御機能以 
外の機能を有していることは考えられるため、その可能性を考慮して解析を進 
める必要がある。
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図23 Esr41の作用モデル
定量的PCR、及びマイクロアレイの結果のまとめと、Esr41の標的遺伝子。pRS414を保持 
するSK丨-5142株と比べ、卩1^心 「41を保持する51<_丨-5丨42株の方が、mRNA量またはタン 
パク質が減少している遺伝子、及び減少している細胞接着性を下矢印（青）で、変動のな 
い遺伝子を右矢印（黒）で、mRNA量またはタンパク質が増加している遺伝子、及び上昇 
している遊走性を上矢印（赤）で示す。
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材料と方法
O菌株
本研究で用いた大腸菌株を表1に示す。
本研究では、腸管出血性大腸菌0157:H7 Sakai株の野生株として 
SKI-5142 (Iyodaand Watamabe, 2005)を、非病原性大腸菌K-12株の野生株とし 
てMG16554/acZ株 （Sudo etal.，2014)を用いた。本研究で用いたMG16554/acZ 
株の親株であるMG1655 (CGSC#6300)株は、抑Z>Cの転写制御領域にトランス 
ポゾンの揷入がない株である（Barker et al., 2004)。
K-12株のA/g欠損株であるNS1201株は以下のように構築した。TM587 
株の染色体上の、hfq遺伝子をFRT-c如遺伝子-FRTカセットで置換した領域を、 
P1トランスダクシヨンによりMG1655株染色体に移すことで、NS1201株を得 
た。物遺伝子の欠失の確認は、物欠損株の表現型である生育遅延を確認する 
ことで行った。NS1202株は、pCP20を用いたFRTの部位特異的組換えにより 
NS1201株からcポ遺伝子を除去することで得た。c故遺伝子除去の確認は、株の 
クロラムフエニコールへの感受性観察により行った。
桃f遺伝子と/acZ遺伝子の二重欠損株であるNS1203株は以下のように 
構築した。MG16554/acZ株の染色体上の、かば遺伝子をc如遺伝子で置換した 
領域を、P1トランスダクシヨンによりNS1202株染色体に移すことで、NS1203 
株を得た。/acZ遺伝子の欠失の確認は、5-ブロモ-4-クロ ロ-3-インドリル-p-D-ガ 
ラクトピラノシド（X-gal)を含むLB寒天培地を用いた呈色反応の有無の観察 
により行った。
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flhD遺伝子と/acZ遺伝子の二重欠損株であるNS1211株は以下のよう
に構築した。JW1881株の染色体上の、flhD遺伝子をFRT-fem遺伝子-FRT力セ 
ットで置換した領域を、P1トランスダクシヨンによりMG1655d/acZ株染色体に 
移すことで、NS1211株を得た。flhD遺伝子の欠失の確認は、flhD欠損株の表現 
型である遊走性の低下を確認することで行った。NS1212株は、pCP20を用いた 
FRTの部位特異的組換えによりNS1211株からfern遺伝子を除去することで得た。 
遺伝子除去の確認は、株のカナマイシンへの感受性観察により行った。
oプラスミド
本研究で用いたプラスミド、及びオリゴヌクレオチドをそれぞれ表2、 
表3に示す。
Esr41、及 びEsr41変異体発現プラスミドの構築
pRS-Esr41はびrWの予想される転写制御領域 、 财 esr41のコード領 
域 （Esr41の5,末端を+1とした場合の-483から+114)を含むDNAがpRS414に 
クローニングされたpBRタイプのプラスミドであ る （Sudoetal.,2014)。
pRS-Esr41stmul、及 びpRS-Esr41stmu2は以下のように構築した。 
#41-Rev-stem-mul、#41-Fwd-16ntの 5'末端リン酸化プライマ—tット、及び 
#41-Rev-stem-mu2、#41-Fwd-42ntの5,末端リン酸化プライマーセットを用いて、 
pRS-Esr41プラスミドDNAを鋳型にしたPCRによりRS-Esr41stmul断片、及び 
RS-Esr41stmu2断片を増幅させた。各DNA断片を分子内ライゲーシヨン反応に 
より連結させ、この構築プラスミドを五coRIで処理、精製することで、Esr41stmul 
断片、及びEsr41stmu2断片を得た。このDNA断片とEcoRlで処理したpRS414
をフイゲーシヨン反応により連結させることでpRS-Esr41 stmul、及び 
pRS-Esr41stmu2 を得た。
pRS-Esr41-28Hbm、及びpRS-Esr41-41Hbmは以下のように構築した。 
互いの3’末端が対合する5-SgrSmodule、BamHI-3-SgrSmoduleのプライマーセッ 
トを用いたPCRによりHfq-binding module断片を得た。次に、EcoRI-5-#41、 
3-SgrSmodule-#41-28bp の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 または EcoRI-5-#41、 
3-SgrSmodule-#41-41bpのプライマーセットを用いて、pRS-Esr41を鋳型にした 
PCR により Esr41-28bp 断片、及び Esr41-41bp 断片を得た。EcoRI-5-#41、 
BamHI-3-SgrSmodule のプライマ'一'"I?ットを用いて、Hfq-binding module 断片、及 
び Esr41-28bp断片を鋳型にしたPCRにより、これら2つの断片を連結させ 
Esr41-28Hbm断片を得た。同様のPCRにより、Hfq-binding module断片、及び 
Esr41-41bp断片を連結させEsr41-41Hbm断片を得た。EcoRl、及び如/wHIで処 
理したEsr41-28Hbm断片、またはEsr41-41Hbm断片と£coRI、及び5awHIで処 
理したpRS414をライゲーシヨン反応により連結させることでpRS-Esr41-28Hbm、 
及び pRS-Esr41-41Hbm を得た。
各Esr41部分欠失体発現プラスミド（pRS-Esr4146-10、pRS-Esr41411-15、 
pRS-Esr41416-20、pRS-Esr41421-25、pRS-Esr41426-30、pRS-Esr41431-35、 
pRS-Esr41436-41)は以下のように構築した。各5,末端リン酸化プライマーセッ 
ト （pRS-Esr4146-10: #41-Rev-5nt, #41-Fwd-lnt; pRS-Esr4Ml-15: #41-Rev-10nt, 
#41-Fwd-16nt; pRS-Esr4M16-20: #41-Rev-15nt, #41-Fwd-21nt; pRS-Esr41421-25: 
#41-Rev-20nt, #41-5p-25; pRS-Esr41426-30: #41-Rev-25nt, #41-Fwd-31nt;
pRS-Esr41A31-35: #41-Rev-30nt, #41-Fwd-36nt; pRS-Esr41436-41: #41-Rev-35nt,
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#41-Fwd-42nt)を用いて、pRS-Esr41プラスミドDNAを鋳型にしたPCRにより
各DNA断片を増幅させ、そのDNA断片を分子内ライゲーシヨン反応により連 
結させ、この構築プラスミドを£CoRlで処理、精製することで、各Esr41部分欠 
失体DNA断片を得た。このDNA断片とEcoRlで処理したpRS414をライゲ  ー
シヨン反応により連結させることで各Esr41部分欠失体発現プラスミド 
(pRS-Esr4146-10、pRS-Esr41411-15、pRS-Esr41416-20, pRS-Esr41421-25 N 
pRS-Esr41426-30、pRS-Esr4M31-35、pRS-Esr41436-41)を得た。
融合遺伝子発現プラスミドの構築
pMW-'lacZter、及 び pMWbla-'lacZterは以下のように構築した。 
MfeI-pRSter4-5p、lacZ seq の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、及び SphI-5'pRS、 
HindII-ter-3’-pRSのプライマーセットを用いて、pRS414プラスミドDNAを鋳 
型にしたPCRにより、大腸菌rnBオペロンの転写ターミネーター配列が4コピ 
一タンデムに連結したter4断片、及びSD配列と開始コドンを持たない/flCZと、 
その3 '端にcrpの転写ターミネータ一配列を持つ'lacZter断片を増幅させた。Mfel、 
及びEcoRIで処理したter4断片とEcoRlで処理したpMW218をライゲーシヨン 
反応により連結させて、構築されたプラスミト'を Sphlと//wdllで処理した。こ 
のDNA断片とSphlとHindllで処理した'lacZter断片をライゲーシヨン反応に 
より連結させることでpMW-'lacZterを得た。MfeI-5-bla、及びEcoRI-3-blaのプ 
ライマーセットを用いて、pBR322プラスミドDNAを鋳型にしたPCRによりbla 
プロモーター断片を増幅した。Ecomで処理したpMW-'lacZterとMfe\ 、 及び 
£coRIで処理したWaプロモーター断片をライゲーシヨン反応により連結させる
ことでpMWbla-'lacZterを得た。
pMW-lacZterは 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 MfeI-pRSter4-5p、 
HindII-ter-3，-pRSのプライマーセツトを用いて、pRS415プラスミドDNAを鋳 
型にしたPCRによりSD配列と開始コドンを含むlacZと、その3,端にcrpの転 
写ターミネータ一配列を持つlacZter断片を増幅させた。Mfel、及びi/«dIIで処 
理したlacZter断片とEcom、及び//ndllで処理したpMW218をライゲーシヨ 
ン反応により連結させることで、pMW-lacZterを得た。
pMW-pchA19aa、及びpMW-lerは以下のように構築した。pchA 5, EcoRI、 
SphI-3-pchA19aaのプライマーセツトを用いて、SKI-5142から抽出したゲノム 
DNAを鋳型にしたPCRによりpchAの転写制御領域とpchAのN末端19アミノ 
酸のコード領域を含むpChA19aa断片を増幅した。EcoRl、及びSphlで処理した 
pchA19aa断片、及びpMW-'lacZterをライゲーシヨン反応により連結させること 
でpMW-pchA19aaを得た。EcoRI-5-ler-p4、SalI-3'-lerのプライマーセツトを用い 
て、SKI-5142から抽出したゲノムDNAを鋳型にしたPCRによりlerの開始コド 
ンに近い方のプロモーターとlerのN末端13アミノ酸のコード領域を含むler 
断片を増幅した。EcoRI、及びぬ/！で処理したler断片、及びpMW-'lacZterをラ 
イゲーシヨン反応により連結させることでpMW-lerを得た。
pMWbla-pchA19aaN及 び pMWbla-lerdlは以下のように構築した。 
EcoRI-5-pchA-p2、SphI-3-pchA19aaのプライマーセツトを用いて、SKI-5142から 
抽出したゲノムDNAを鋳型にしたPCRによりpchAのプロモーターを含まず、 
ァ のN末端19アミノ酸のコード領域を含むpchAAp断片を増幅した。五coRI、
RXI Sphlで処理したpchAAp断片、及びpMWbla-'lacZterをライゲーション反応
により連結させることでpMWbla-pchA19aaを得た。EcoRI-5-ler-p4、SalI-3'-ler 
のプライマーセツトを用いて、SKI-5142から抽出したゲノムDNAを鋳型にした 
PCRにより/erのプロモーターを含まず、/erのN末端13アミノ酸のコード領域 
を含むlerAp断片を増幅した。及oRI、及びSailで処理したlerAp断片とEcoRI、 
及びSailで処理したpMWbla-'lacZterをライゲーシヨン反応により連結させるこ 
とでpMWbla-lerdlを得た。
pMWbla-ler short、及びpMWbla-ler 4149-155は以下のように構築した。 
EcoRI-5-ler-p4、ler-SalI-174-3p のプライマーセツト、及び EcoRI-5-ler-dl49-155、 
SalI-31-lerのプライマーセツトを用いて、SKI-5142から抽出したゲノムDNAを 
鋳型にしたPCRにより/erのプロモーターを含まず、/ぴの開始コドンまでを含 
むler short断片、及び/erのプロモーターを含まず、/erの149-155領域を欠失し 
たler<4149-155断片を増幅した。EcoRl、及 び で 処 理 し たler short断片、ま 
たはler4149-155断片と五coRI、及びぬ/！で処理したpMWbla-'lacZterをライゲ 
一シヨン反応により連結させることでpMWbla-ler short、及 びpMWbla-ler 
4149-155を得た。
pMWbla-ler-fesr41は以下のように構築した。bla-ler 160-Rev、#41-17-26 
fusion ler 171-Fwdの5’末端リン酸化プライマーセツトを用いて、pMWbla-lerdl 
プラスミドDNAを鋳型にしたPCRによりMW-ler-fesr41断片を増幅させた。 
MW-ler-fesr41断片を分子内ライゲーシヨン反応により連結させ、この構築ブラ 
スミドを五coRI、及び&/Iで処理、精製することで、ler-fesr41断片を得た。こ 
のDNA断片とEcoEl、及びSailで処理したpMWbla-'lacZterをライゲーシヨン 
反応により連結させることでpMWbla-ler-fesr41を得た。
pMW-pflhDC-lacZは以下のように構築した。EcoRI-FlhDC-Fwd、
BamHI-5-flhDC-proのプライマーセッ卜を用いて、SKI-5142から抽出したゲノム 
DNAを鋳型にしたPCRによりflhDCの転写制御領域のみを含むPflhDC断片を 
増幅した。£coRl、 及 び で 処 理 し た PflhDCとpMW-lacZterをライゲーシ 
ヨン反応により連結させることでpMW-pflhDC-lacZを得た。
FlhDC発現プラスミド
pTWV-flhDCは 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 EcoRI-FlhDC-Fwd、 
BamHI-FlhDC-Revのプライマーセットを用いて、SKI-5142から抽出したゲノム 
DNAを铸型にしたPCRによりflhDCの転写制御領域、及びコード領域を含む 
flhDC断片を増幅した。£coRI、及 び で 処 理 し た flhDC断片とpTWV228 
をライゲーシヨン反応により連結させることでpTWV-flhDCを得た。
pMW-flhDC ftilは以下のように構築した。pTWV-flhDCを£coRI、及び 
Sailで処理、精製することで、EcoRI-flhDC-Sal断片を得た。EcoRI-flhDC-Sal 
断片とEcoRl、 及 び Sailで処理したpMW219をライゲーシヨン反応により連結 
させることでpMW-flhDC fulを得た。
pMW-flhDC/11は 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 EcoRI-FlhDC-Fwd、 
flhD-107rev-add 150 のプライマーセット、及び BamHI-FlhDC-Rev、flhD-150Fwd 
のプライマーセットを用いて、SKI-5142から抽出したゲノムDNAを鋳型にした 
PCR {こよりflhD-5UTR断片、及びflhDC ORF断片を得た。次に、EcoRI-FlhDC-Fwd、 
BamHI-FlhDC-Revのプライマーセッ卜を用いて、flhD-5UTR断片、及 びflhDC 
ORF断片を鋳型にしたPCRにより、これら2つの断片を連結させflhDCdl断片
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を得た。£coRI、及 び で 処 理 し た flhDC41断片とpMW219をライゲーシ
ヨン反応により連結させることでpMW-flhDCzlを得た。
pAraDC3F は以下のように構築した。FlhC-FLAG sen、FlhC-FLAG anti 
の5,末端リン酸化プライマーセツトを用いて、pTWV-flhDCプラスミドDNAを 
鋳型にしたPCRにより_/7/7Cコード領域の3'末端に3xFLAGコード配列が付加さ 
れたTWV-flhDC3F断片を増幅させた。TWV-flhDC3F断片を分子内ライゲーシ 
ヨン反応により連結させ、この構築プラスミドを£coRI、及びBcjwHIで処理、 
精製することで、flhDC3F断片を得た。このDNA断片と五coRI、及び如mHIで 
処 理 し たpTWV228をライゲーシヨン反応により連結させることで 
pTWV-flhDC3F を得た。次に Xbal-Fwd-tsFlhDC、Sa/1-Rev-FlhDC のプライマーセ 
ツ卜を用いて、pTWV-flhDC3FプラスミドDNAを鋳型にしたPCRによりflhDC 
の転写制御領域を含まないflhDC3F short断片を得た。XbaU及びSMで処理し 
た flhDC3F short断片とpAraXをライゲーシヨンにより連結させることで 
pAraDC3Fを得た。
o培地、および培養条件
本研究では培地としてLBまたはDMEMを用いた。菌は好気的条件下
において、37 °Cで振とう培養した。波長600 nmで培養液の濁度を計測し、菌
体の増殖を測定した。また必要に応じて、培地にアンピシリン（最終濃度10
ドg/ml)、カナマイシ ン （最終濃度30 ng/ml)、 クロラムフヱニコール（最終濃度30 M，g/ml)を加えた。
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タンパク質試料は以下の方法で調製した。各菌株をOD600= 0.6 ~1.0ま 
で培養した培養液を1.0 ml分取し、遠心分離（12,000 rpm、4°C、3分）により 
集菌した。沈殿をODsoo/ml丨こなるように、H20と2xSDSバッファー（120 mM 
Tris-HCl pH6.8、3.8% SDS、19% グリセロール、9.6% p-メルカプトエタ ノ一 
ル、 0.02% BPB)で懸濁し、97°Cで5分間加熱処理を行いタンパク質試料とし 
た。
タンパク質試料をSDS-PAGE (濃縮ゲル：5%アクリルアミド、125 
mM Tris-HCl pH6.8、0.1% SDS、0.033% APS、0.05% TEMED ;分離ゲル:15% ア 
クリルアミド、375 mM Tris-HCl pH8.8、0.1% SDS、0.033% APS、0.05% TEMED) 
により分離し、セミドライトランスファー装置（BIO CRAFT) を用いてメンブレ 
ン （Immobilion-P ; Milipore)へ転写した。転写後、メンブレンを5% スキムミ 
ルク-0.1% Tween-PBS (0.1% Tween20、0.15 M NaCK 10 mM NaH2P04/Na2HP04 [pH 
7.5])によって1時間ブロッキングした。5%スキムミルク-0.1% Tween-PBSで 
1/5000に希釈した一次抗体（抗 FlhD抗 体 （ウサギ宿主抗体)、及び抗RpoA抗 
体 （マウス宿主抗体；SANTA CRUZ)とメンプレンを1時間反応させ、その後 
0.1% Tween-PBSで 15分洗浄を2回行った。5%スキムミルク-0.1% Tween-PBS 
で 1/5000に希釈したアルカリフォスファタ—if標識二次抗体（Sigma-Aldrich) 
とメンブレンを1時間反応させ、その後0.1%Tween-PBSで 15分洗浄を2回 
行つた。メ ンブレンを Atophos Fluorescent AP Substrate System (Promega) によ 
り検出した。
oウェスタンブロッティング
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Oノーザンブロッティング
RNA試料は以下の方法で調製した。各菌株を0D_= 0.6 ~1.0まで培養 
した培養液を2.0 ml分取し、遠心分離（12,00 rpm、4°C、3分）により集菌し 
た。 沈殿を1.2 mlの ISOGEN (ニッポンジーン）で懸獨し、3分間室温で静置 
し、240Wのクロロホルムを加え、激しく撹拌した。撹拌後、3分間室温で静置 
し、遠心分離（12,000 x g、4°C、15分）し、水溶性画分を新しいエッペンドル 
フチューブに移し、600 plのイソプロパノールを加え、10分間、氷上で静置後、 
遠心分離（14,00 rpm、4°C、15分）した。上清を取り除き、lmLの75% エタ 
ノールで洗浄し、得られた沈殿を400 plのRNAバッファー（0.5% SDS、10mM 
EDTA[pH 8.0], 20 mM CH3COONa [pH 5.2])で再懸濁し、1 mL の100% エタノ 
一ルを加え、10分間、氷上で静置後、遠心分離（14,00 rpm、4°C、15分）した。 
上清を取り除き、1mLの75%エタノールで洗浄し、得られた沈殿を20 \ilの 
RNAバッファ一で懸濁した。最後にRNA試料のOD26oを測定することで、RNA 
濃度を計測した。
RNA 試料を等量の Urea dye (7M 尿素、10 mM EDTA[pH 8.0]、36% グ 
リセロ一ル、0.02% BPB、 0.02% XC)に溶解し、7M尿素ポリアクリルアミド 
ゲルを用いて分離した。分離後、ゲルをlxTBEで15分間洗浄し、洗浄後、ゲ 
ル中のRNAを、セミドライトランスファー装置を用いてメンブレン（Immobilion 
NY+ ； Milipore)に転写した。転写後、UVクロスリンカーを用いてメンブレン 
を 1200 [xJ/cm2で 2回照射処理し、ハイブリバックにメンブレンを移し、 
pre-Hybridization バッファー（5 x SSC、1% SDS、1 x Denhardts solution) で 42 °C 
1時間震盪した。震盪後、pre-Hybridizationバッファーを除き、Hybridizationバ
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ッファー（900mMNaCl、90 mM Tris-HCI [pH 8.0]、6 mM EDTA[pH 8.0]、0.3% 
SDS),及び95°C、3分間加熱処理した後氷上で静置したY-[32P]-ATPで標識し 
たオリゴヌクレオチドをカロえ、50°Cで16時間反応させた。その後、メンブレン 
を1x SSCで10分間洗浄を3回行い、オートラジオグラフィ一で検出した。
op-ガラクトシダーゼ（LacZ). レポーターアッセイ
各菌株をOD60= 0.6〜1.0まで培養した培養液を氷上で10分間静置後、 
OD600を測定した。培養液、及びZバッファー（60 mMNa2HP04,40mM NaH2P04, 
10mM KC1, MgS04, 50mM p-メルカプトエタノ一ル）の合計が800 Wとなるよう 
に混合し、0.1% SDSをピぺットマンのP200チップで1滴、クロ ロホルムを2 
滴加えたアッセイ試料を調製した。アッセイ試料を10秒間vortexし、28°Cで 
10分間静置した。静置後、160 の4 mg/ml ONPGの添加により反応させ、400 jil 
のlMNa2C03の添加により反応を停止させた。アッセイ試料を遠心分離（14,00 
rpm、4°C、5分）し、上清のOD420を測定した。また、ONPG添加時点から、 
Na2C03の添加時点までの時間（反応時間）を測定した。p-ガラクトシダーゼ活 
性 （Milerunits)を以下の式から計測した。
Miler units =1000xOD420 丨反応時間（分)x 培養液の体積(ml) x(1.7 / 1.36)xOD60o
各株に対し、3回以上、独立に培養し、活性測定を行った。
oHfq-His6 精製
イソプロピル-卜チ才ガラクトピラノシド（IPTG)の添加によりhfqの 
発現誘導が可能な pQE80L-Hfq-His (Morita et al., 2005)を保持する TM589 (Morita
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et al., 2005)を200 mLのLB培 地 で 0.2付近まで震盪培養した。その後、 
培養液に終濃度が2 mMとなるようにIPTGを添加し、80分間震盪培養を継続し、 
遠心分離（6,000 i*pm、4°C、10分）により集菌した。沈殿を12.5 mLのSTEバ 
ッファー（lOOmMNaCl、10mM Tris-HCl [pH 8.0],ImM EDTA)で洗浄した。洗浄 
後、10 mL の NA バッファー（50 mM NaH2P04/Na2HP04 [pH 8.0], 300mM NaCl、
10 mMイミダゾール）で懸濁し、超音波破砕後、遠心分離（12,000 rpm、4°C、 
20分）し、上清を新しいチューブに移した。この細胞抽出液にlOfxgのRNaseA 
を添加し、氷 上 で10分間静置した後、75 °Cで 10分間加熱することにより 
Hfq-His6を含む熱耐性を持つタンパク質以外のタンパク質を変性させた。これを 
遠心分離（12,000 rpm、4°C、20分）し、上清を新しいチューブに移した。この 
細胞抽出液に500ド丨のNi+-NTA Agarose (Qiagen)を加え、4°Cで20分間遠心撹 
拌した。遠心搜样後、Poly-Prep Chromatography Column (Bio Rad) を用いて 
Ni+-NTAァガロースを分離し、5 mLのNBバッファー（50 mM NaH2P04/Na2HP04 
[pH 8.0], 300mM NaCl,20 mMイミダゾール）で2回洗浄した。洗浄後、Ni+-NTA 
ア ガ ロ ー ス に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を500ド丨NCバ ッ フ ァ ー （50 mM 
NaH2P04/Na2HP04 [pH 8.0]、300mM NaCl,250 mM イミダゾール）で溶出し、 
microcon Ultracel YM-3 (Milipore)を用いて溶出液を濃縮した。濃縮後、溶出液 
に溶出液と等量の 2xHfq strage バッファー(30 mM Tris-HCl [pH 8.0]、150 mM KC1' 
7.5mMMgCl2、60% グリセロール、0.15% Tween20、1.5 mM DTT)を加え、40C 
で保存した。タンパク質澳度はSDS-PAGE後のCBB染色により計測した。図に 
示すHfq-His6のモル量は6量体として算出した。
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oin vitro転写系を用レ、たRNAの調製
本研究で用1/、たin vitro合成RNAは、T7プロモーターを含むDNA断 
片を鋳型にCUGA7mv治*0転写キット（ニッポンジーン）を用いて合成した。 
合成後、得られた合成RNAは非変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、波 
長254 nmで検出したパンドを切り出し、lmlTEで溶出した。溶出液をエタノ 
一ル沈殿により精製し、OD260を測定することで、RNA濃度を計測した。以下 
に鋳型DNAの調製について記す。
Esr41、Esr41 A 26-30、Esr41 A 31-35、及び Esr41 A 36-41の in vitro 転写 
反応鋳型 DNA は、それぞれ pRS-Esr41、pRS-Esr41 A 26-30、pRS-Esr41 A 31-35、 
pRS-Esr41 A36-41プラスミドDNAを鋳型にし、T7プロモーター配列を持つ#41 
T7-5’p-2、#41polyU-rのプライマーセットを用いたPCRにより増幅した。Esr41 
A 6-10、Esr41Al-15、Esr41 A 16-20、及び Esr41 A 21-25 の m W的転写反応鋳型 
DNA は、それぞれ pRS-Esr41 A6-10、pRS-Esr41 A 11-15、pRS-Esr41 A 16-20, 
卩18疋8料1厶21-25プラスミドDNAを鋳型にし、T7プロモーター配列を持つプ 
ライマー（それぞれ#41 del6-10 T7-5’p、#41 del 1-15 T7-5’p、#41 del6-20T7-5，p、 
#41del21-25 T7-5，p)、#41polyU-rのプライマーセットを用いたPCRにより増幅 
した。Esr41-4Uのin vitro転写反応鋳型DNAは、pRS-Esr41プラスミドDNAを 
鋳型にし、T7プロモーター配列を持つ#41T7-5’p-2、#41T7-3，pのプライマーセ 
ットを用レ、たPCRにより増幅した。Esr41-c.lerのin vitro転写反応鋳型DNAは、 
ler annealing T7f、ler annealing rのプライマーセットを用いたPCRにより増幅し、 
得られたPCR産物を鋳型DNAにし、ler annealing T7f、#41polyU-rのプライマ 
一セットを用いたPCRにより増幅した。lerl36のin vitro転写反応鋳型DNAは、
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SKI-5142から抽出したゲノムDNAを鋳型にし、T7プロモーター配列を持つ
ler-T7f-2、ler extension-plのプライマーセツトを用いたPCRにより増幅した。各 
PCR産物を非変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、波長254 nmで検出し 
たバンドを切り出し、400WTEで溶出した。溶出液をエタノール沈殿により精 
製し、in vitro転写反応鋳型DNAとした。
oゲルシフトアツセイ
reaction bufer (20 mM Tris-HCl [pH 8.0]、20mMKCl、ImMMgCb、10 
mMNaH2PO4/Na2HPO4[pH8.0]、1 mM DTT)内で、各図に示す32P 標識 RNA、 
非標識RNA、Hfq-His6を混合した。混合液を図に示すように反応させた後、 
loading dye (25%グリセロール、0.05% BPB)を加え、4% 非変性ポリアクリル 
アミドゲル（0.5xTBE、5%グリセロール）で分離した。分離後、ゲルを減圧 
乾燥して、オートラジオグラフィーで検出した。
o定量的PCR
RNA試料は以下の方法で調製した。各菌株をOD60=0.6〜1.0まで培養 
した培養液を1.0 mLずつ2本の2.0 mLチューブに分注し、1.0 mLのRNAprotect 
Bacterial Reagent (Qiagen)と混合し、すばやく voltexし室温で5分間静置した。 
静置後、遠心分離（5,000 xg、室温、10分）し、上清を取り除いた。この操作 
により細胞中のRNAが安定化する。この後の操作はRNeasy Mini Kit (Qiagen) 
を用いて、製品添付のプロトコ一ルに従った。
抽出した RNA 試料を TURBO DNase (Life Technologies) を用いた DNA
の分解処理をした。その後、水飽和フエノール処理、クロロホルム処理、エタ 
ノ一ル沈殿を行いRNase fre waterで懸濁した。最後にRNA試料のOD26oを測 
定することで、RNA濃度を計測した。
2.5吨 の RNA試料を用いて逆転写反応を行った。逆転写酵素 
ReverTraAce (TOYOBO)、及びプライマ ー と して Random hexamers (Life 
Technologies)を用いた。RNA 試料、Random hexamers、dNTPs、及び ReverTraAce 
用バッファーを製品添付のプロトコールに従い混合し、95°Cで5分間加熱処理 
し、処理後すばやく氷上で3分間静置した。静置後、ReverTraAceを添加!し、30 
°Cで10分間、55°Cで60分間、95°Cで5分間加熱処理した。その後、RNaseA 
処理をし、TE飽和フエノール/クロロホルム/イソアミルアルコール（各25:24:1)、 
エタノ一ル沈殿し、50ド1のTEで懸濁しcDNA試料とした。同時に、逆転写酵 
素を加えずに上述の逆転写反応を行ったcDNA(RT-)試料を調製した。
2 nlのcDNA試料を用いて定量的PCRを行った。定量的PCRにはSYBR 
Gren master Mix (Life Technologies)、 及び以下に示すプライマ一'"&ットを用い 
て製品添付のプロトコ一ルに従った。また、各遺伝子の検量線計測用_ 型DNA 
は、以下に示すプライマーセットを用いて0157 Sakai株ゲノムDNAを鋳型にし 
たPCRにより増幅、精製することで調製した。定量的PCR後、各遺伝子のmRNA 
量の値は以下の式より算出した。各遺伝子のmRNA量= (各遺伝子の定量値 
[cDNA試料])- (各遺伝子の定量値[cDNA(RT-)試料])/ (16SrRNAの定 
量 値[cDNA試料])-(16S rRNAの定量値[cDNA (RT-)試料])。各cDNA試 
料に対し、3回以上、定量的PCRを行い、各遺伝子のmRNA量の絶対値の平均 
値を算出した。
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プ ラ イ マ ー セ ツ ト ：16S rRNA (16SrRNA Realtime Fwd、 16SrRNA
Realtime Rev) ; PchA (PchA Realtime Fwd、PchA Realtime Rev) ; ler (Ler RealTime 
Fwd、Ler RealTime Rev) ; espB (EspB Realtime Fwd、EspB Realtime Rev) ; IrhA 
(IrhA 0157 Realtime Fwds IrhA 0157 Realtimer Rev) \flhD (FlhD Realtime Fwd、 
FlhD Realtime Rev) ;fliA (fliA 0157 Realtime Fwd、fliA 0157 Realtime Rev) \flgA 
(flgA 0157 Realtime Fwd、flgA 0157 Realtime Rev) \flgB (FlgB 0157 Realtime Fwd、 
FlgB 0157 Realtime Rev) ;flhB (flhB 0157 Realtime Fwd、flhB 0157 Realtime Rev); 
fliE (FliE 0157 Realtime Fwd、FliE 0157 Realtime Rev) \fliF (FliF 0157 Realtime 
Fwd、FliF 0157 Realtime Rev) \fliC (FliC Realtime Fwd、FliC Realtime Rev) ; motA 
(motA 0157 Realtime Fwd、motA 0157 Realtime Rev)
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表1本研究で使用した菌株
Strain Relevant genotype and propertySource
0157 株
SKI-5142 腸管出血性大 腸 菌 0157:H7 
Sakai A (lacIZYA)
Iyoda and Watanabe, 2005
SKI-5142Ae^iSKI-5142Ae^/ Sudo et al., 2014
SKI-5142A_ SKI-5142A/?/^ 国立感染症研究所伊豫田 
博士より
K-12 株
MG165 CGSC#630 CGSC
MG1655A/acZ MG165 AlacZ:cat Sudo et al” 2014
TM587 W3110 mlc Ahfq:cat Morita et al., 2005
TM589 W3UO mlcAhfq Morita et al., 2005
NS1201 MG165 hhfqr.cat 本研究
NS1202 MG165 Ahfq 本研究
NS1203 MG165 hhfq AlacZ:cat 本研究
JW181 BW25113 AflhD:kan 国立遺伝学研究所より分与
NS1211 MG165 tdacZr.cat HsflhD:kan 本研究
NS1212 MG165 tdacZr.catsflhD 本研究
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表2本研究で使用したプラスミド
olasmid Relevant genotype and property Source 主な掲載図
pRS414 Ampr, pBR ori, lacZ遺伝子を運ぶ 
ベクタープラスミド
Simons et al., 
1987
pRS415 Ampr, pBR ori, lacZ遺伝子を運ぶ 
ベクタープラスミド
Simons  et al., 
1987
pRS-Esr41 esr41遺伝子を運ぶpRS414 Sudo et al., 2014
pRS-Esr41stmul esr41~stmul遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 12
pRS-Esr41stmu2 esr41-stmu2遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 12
pRS-Esr41-28Hbm esr41-28Hbm遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 13
pRS-Esr41-41Hbm esr41-41Hbm遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 13
pRS-Esr41A6-10 esr41H^6-\Q遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 15
pRS-Esr41 Al-15 esr41IS\A5遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図15
pRS-Esr41A16-20 esr41 tA6-2Q遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 15
pRS-Esr41A21-25 esr41lS2\-25遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 15
pRS-Esr41A26-30 esr41lSl6-30遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 15
pRS-Esr41A31-35 7A31-35遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 15
pRS-Esr41A36-41 esr41 A36-41遺伝子を運ぶpRS414 本研究 図 15
pMW218 Kmr5 pSClOloriベクタープラスミド ニッポンジーン
pMW-'lacZter 開始コドンを欠く /如Z断片遺伝子を 
運ぶpMW218
本研究
pMWbla-'lacZter bla遺伝子のプロモーターを運ぶ 
pMW-'lacZter
本研究
pMW-lacZter /acZ遺伝子を運ぶpMW218 本研究
pMW-pchA19aa pchA ’-lacZ遺伝子を運ぶpMW218 本研究 図 7
pMWbla-pchA 19aa Pwa-pchA'-lacZ 遺伝子を運ぶ pMW218 本研究 図 7
pMW-ler ler’-lacZ遺伝子を運ぶpMW218 本研究 図 7
pMWbla-lerdl b^ia-ler ’-lacZ 遺伝子を運ぶ pMW218 本研究 図 7
pQE80L-Hfq-His hfg-his6遺 伝 子 を 運 ぶ pQE80L Morita  et  al., 
2005
pMWbla-ler short Pburlershort’-lacZ遺 伝 子 を 運 ぶ 
pMW218
本研究 図 11
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pM Wbla-ler-fesr41 Phio-ler^fesr414acZ 遺 伝 子 を 運 ぶ 
pMW218
本研究 図 11
pM Wbla-lerA 149-155 Ph,a-lerM49-155-lacZ 遺伝子を運ぶ 
pMW218
本研究 図 11
pTWV228 Ampr, pBR ori,ベクタープラスミド タカラバイオ
pMW219 Kmr, pSClOloriベクタープラスミド ニッポンジーン
pTWV-flhDC flhDC を運ぶ pTWV228 本研究
pMW-flhDC ful flhDC を運ぶ pMW219 本研究 図20
pMW-pflhDC-lacZ P/ihix-l^cZ遺伝子を運ぶpMW218 本研究 図21
pMW-flhDC Al flhDCM を運ぶ pMW219 本研究 図 22
pAraX araC-Pam を運ぶ pMW218 Otaka et al.,2011
pTWV-flhDC3F flhDC-3 XFLAG (flhC の C 末端に 3 X 
FLAG配列が付加）を運ぶpTWV228
本研究
pAraDC3F araC 遺 伝 子 、Para-flhDC-3 XFLAG を 
運ぶpMW218
本研究 図21
pBR322 Ampr, Tef, pBR ori,を運ぶベクタ  ー
プラスミド
Bolivar et  al” 
1977
pCP20 允7遺伝子（リコンビナーゼ)の発現ブラ
スミド
Cherepanov and
Wackemagel.,
1995
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表3本研究で使用したオリゴヌクレオチド
DNAオリゴ 配 列 （5、 3，）
クローニング
MfeI-pRSter4-5p AAACAATTGAGGCGTATCACGAGGCCCTT
lacZ seq TGCGCAACTGTTGGGAAGGG
SphI-5'-pRS ACATGCATGCGTCGTTTTACAACGTCGTGA
HindII-ter-3'-pRS CCCAAGCTTGAAACAAAATGGCGCGCTACCAG
MfeI-5-bla
GTAACGCGCCACTGATATGGTTGATGTCATGT
AGCC
AAACAATTGTCCACAGGACGGGTGTGGTC
EcoRI-3-bla CGGAATTCCTTTAATGCGGTAGTTTATC
pchA 5’ EcoRI CCGGAATTCCAACTGGAAGGAGCACAGGA
SphI-3-pchA19aa ACATGCATGCTGCTCTCCGGTACAGTCCT
EcoRI-5-pchA-p2 CCCGGAATTCATTTCATTAAGGGAAGGTA
EcoRI-5-ler-p4 CCGGAATTCCATTTGATTAATTGTTGGTCCTTC
SalI-3'-ler GGGGGGGTCGACGTATGGACTTGTTGTATGTG
A
CCCGGAATTCAAATATTAAAGCATGCGGAGAEcoRI-5Mer-dl
#41-Rev-stem-mul ATACGCTAGACGTACATGAATATATAATTAAA
#41-Rev-stem-mu2
AATAGTTAG
GTCCCTTATGGGGATGGAGAAAATGTGATGCC
#41-Rev-5nt
TAGAG
GCATCATGAATATATAATTAAAAATAG
#41-Fwd-lnt GCATCACATTTTCTCCATGG
#41-Rev-1 Ont CTAGAGCATCATGAATATATAATTAAAAATAG
#41-Fwd-16nt ACATTTTCTCCATGGGGTATTC
#41-Rev-15nt GATGCCTAGAGCATCATGAATA
#41-Fwd-21nt TTCTCCATGGGGTATTCCCTC
#41-Rev-20nt AATGTGATGCCTAGAGCATC
#41-5p-25 CATGGGGTATTCCCTCCGCC
#41-Rev-25nt GAGAAAATGTGATGCCTAGAG
#41-Fwd-31nt GGTATTCCCTCCGCCGGCACTA
98
#41-Rev-3 Ont CCATGGAGAAAATGTGATGC
#41-Fwd-36nt
#41-Rev-35nt
#41-Fwd-42nt
BamHI-3-SgrSmodule
5-SgrSmodule
EcoRI-5-#41 
3-SgrSmodule-#41-41 bp
3-SgrSmodule-#41-28bp
ler-sall-174-3p 
bla-ler 160-Rev 
#41-17-26 fusion ler 
171-Fwd
EcoRI-5-ler-d 149-155
EcoRI-FlhDC-Fwd 
BamHI-FlhDC-Rev 
flhD-107rev-add 150
flhD-150Fwd 
BamHI-5-flhDC-pro 
FlhC-FLAG sen
FlhC-FLAG anti
Xbal-Fwd-tsFlhDC
Sall-Rev-FlhDC
TCCCTCCGCCGGCACTATGTG
ATACCCCATGGAGAAAATGTG
CGCCGGCACTATGTGTTGCTG
CCCGCGGATCCATAAAAAAAACCAGCAGGTAT
AATCTGCTGGCGGG
TATTGGTGTAAAATCACCCGCCAGCAGATTAT
ACC
CCCGGAATTCGCAGAGATGTTGATGGCGGAAG
CTGGCGGGTGATTTTACACCAATAGAGGGAAT
ACCCCATGGAGAAAATG
CTGGCGGGTGATTTTACACCAATAATGGAGAA
AATGTGATGCCTAGAG
GGGGTCGACCATAATAAATAATCTCCGC
CTCCGCATGCTTTAATATTTGAATTC
CATTTTCTCCATGAATATGGAAAATAATTCAC
CCCGGAATTCAAATATTACGGAGATTATTTATT
ATG
CCCGGAATTCTTCTGTGAACTTCAGGTGAC
CCCGCGGATCCTCCTTCCACTGTTGACCATG
TTTATGCGGTTTCACCGCATAGAATAGTTGCG
ATAAGCT
TGCGGTGAAACCGCATAAAA
CCCGCGGATCCAAGCAGAGCCACCTTTTTG
CATGATATCGACTACAAAGATGACGACGATAA
ATAACTGATACGGTGTGGCGCAACATTC
ATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTC
AACAGCCTGTACTCTCTGTTCATCCAGC
GCGCTCTAGATAGATTTAGGAAAAATCTTAGA
TAAGTG
GGGGGGGTCGACTCCTTCCACTGTTGACCATG
9
定量的PCR
16SrRNA Realtime Fwd CGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
16SrRNA Realtime Rev CCGCTGGCAACAAAGGATA
PchA Realtime Fwd TGGCGGCACAGAAACGA
PchA Realtime Rev CTTGTTTTATTTCGGTCAGGTTCAC
Ler RealTime Fwd GGGATATACTAATGTGCCTGATGATG
Ler RealTime Rev ACCAGGTCTGCCCTTCTTCA
EspB Realtime Fwd CAGAAAGCGATGGCCACAA
EspB Realtime Rev CAGAGGCTTTCGCAACATCA
lrhA 0157 Realtime Fwd CCAGGAAGTGGATTTGATGGT
lrhA 0157 Realtimer Rev ACCAGTGTGTTGGCGAGGT
FlhD Realtime Fwd GCAAGATTCCCGCGTTGA
FlhD Realtime Rev TCATTCAGCAAGCGTGTTGAG
fliA 0157 Realtime Fwd GGCGCTATGCTGGATGAA
fliA 0157 Realtime Rev TCAGTTTCCGTGGCGTTG
flgA 0157 Realtime Fwd AACTTGTTGATGCCGTTAGCC
fig A 0157 Realtime Rev CGTTGTCCCGCTTTTACCC
FlgB 0157 Realtime Fwd ACGCCGCCTTACGTTTTC
FlgB 0157 Realtime Rev AACCAGGGGTATCGGCATT
flhB 0157 Realtime Fwd TGCGATGGATTTGGTAGGG
flhB 0157 Realtime Rev CAGGTGGCTGAAGATTTGGA
FliE 0157 Realtime Fwd GCGATACAGGGGATTGAAGG
FliE 0157 Realtime Rev GGCAAAACTAATGGTCGGTTG
FliF 0157 Realtime Fwd AATCCTGTCGCCTATTGTTGGTA
FliF 0157 Realtime Rev CGATACTGTTCTTCCGTTTGTTCTT
FliC Realtime Fwd CCGCGGGTAAAATCACTACTG
FliC Realtime Rev TTGTCGATGGAGCTGATTGC
motA 0157 Realtime Fwd GCCTATCGCCGTTGAGTTTG
mot A 0157 Realtime Rev TCCTCGGTTGTCGTCTGTTG
in vitro fee­
ler extension-pl  TCCTGCTCTCGCAGTCGCTTTGC
100
#41 T7-5’p-2
#41 polyU-r
#41T7-3，p
ler annealing T7f
ler annealing r
#41 del6-10T7-5’p
#41 dell 1-15 T7-5，p
#41 del 16-20 T7-5，p
#41 del21-25 T7-5’p
プローブ
#41-stem 1 probe 1 
Oligo-41 
#41 ter probel 
5S rRNA probe 1
ler-T7f-2 CGCTAATACGACTCACTATAGGGCTTAAAATA
TTAAAGCATGCGG
GCTAATACGACTCACTATAGGATGCTCTAGGC
ATCACATTTTC
ATAAAAAAACGCCAGCAACACATAG-
AAAACGCCAGCAACACATAGTG
CGCTAATACGACTCACTATAGGCCGCATGCTT
TAATATTTTAAGC ATGGGGTATTCCCTCC-3 ’
AAAACGCCAGCAACACATAGTGCCGGCGGAG
GGAATACCCCATGC，
GCTAATACGACTCACTATAGGATGCGCATCAC
ATTTTCTCCATGG
GCTAATACGACTCACTATAGGATGCTCTAGAC
ATTTTCTCCATGG
GCTAATACGACTCACTATAGGATGCTCTAGGC
ATCTTCTCCATGG
GCTAATACGACTCACTATAGGATGCTCTAGGC
ATCACATTCATGG
ATGGAGAAAATGTGATGCCTAGAGCATC
TAGTGCCGGCGGAGGGAATACCCCATGGAG
AAAAAACGCCAGCAACACATAGTGCCGGCG
GCGCTACGGCGTTTCACTTCTGAGTTCGGCATG
GGGTCAGGTGGG
101
er 転f  _鑰痛(Pi)ど—や【PI】 -lOiPl)X一
iTTTTTTTGfTTGACAlTTTAATGATAATGTATTTfrACAC^ TTAGAAAAAAGAGAATAATAACATTTTAAGGT 
71 GGTTGTTTGATGAAATAGATGTGTCCTAATTTGATAGATAAACGTTATCTCACATAATTTATATCA^ TTGl
-35 (P2) -10fP2) 転^5 蝤癥(P2)_____________________________________|P____________________
niMTAATTGTTGGTCCTTCCTGAfrAAGGTfcGCTAATAGCTTAAAATATTAAAGCATGCGGAGATTATTTAT
211TATGAATATGGAAAATAATTCACATACAACAAGTCCATACATTCAGCTTATAGAGCAAATTGCAGTTCTA
281CAGCAGGAAGCAAAGCGACTGCGAGAGCAGGAAGTTCAAAGTGTAATTGAGTCGATTCAGAAGCAGATTA
351CTTATTACAATATAACCTTACAAGAGCTGGGATATACTAATGTGCCTGATGATGGACTCGCTCGCCGGAA 
421CTCATCGAAAGGTGTTTACTACCGCAATGAAGAAGGGCAGACCTGGTCGGGCGTAGGCCGACAGCCACGC 
491TGGCTTAAAGAAGCACTGTTGAATGGAATGAAGAAAGAAGATTTTCTTGTGAAGGACACTGAAGAAGAAA 
561TAATACCGCTGAAAAATATTTAA  Ier136   lor-ldcZ........................ Pbla-lor'-lQcZ
pchA
lATGCAGAAGCAACTGGAAGGAGCACAGGAATATATCCGTACCCAGTGTATACCGTGATGTTTTGTTATGA 
7lGGGTGTTACTGGTAACGTTAAGGTAATTTAACAAAGAGTCAGTTCCGGACTTTATAGTGTGCTCAGTTCA 
141TGGCCAAAAACGATTTCTGTGATAAATATTTTGAATATTATTTACAGGTAAATGGAGTGGGGCACATGGA 
211TAGAAATATTACAATAGAGAATGAAGTATATGCCCGTATTGTATGGGCAGAGAAGGCAAAAACACGGTAA 
281TTCCGTGTGTTGCCATGATACCTGATTGGCAGAATAGTTGTTTGGTTTTGAGTATATAGTCAGCGTTTTT 
351TGTTCAGTAATTGCTCCCTCAAAAAATAATAAAATAAGGTGATTATTTTTGTTTATTATTTAGTTTTTTT-35 -10
421 TGTGTGTTGTTTTAiTTGTTTlTTGCGTGGTTTGTTTTTiTATTG^ rATTTCATTAAGGGAAGGTAAATTCAG 
491GATGGCAGTCTGTAGATAATCGGAGGTCACTTATGCTACATGATCACGTGGCAGAATGTCTGGAGAAAAA 
561AGGACTGTACCGGAGAGCAGCTGAACGATGGGCAAAAGTGATGGTACAGCTAAGTGATGACCAGAAAAGA 
 pchA ’-lacZ     Pbla-pchA -lacZ
参考図1ler、及びpcん4の配列 
ler、 及びの配列と各コンストラク卜で用いた領域を示す。
プロモーターと転写開始点、開始コドンは下記の論文を参考にした。SDは予想である。ler (Sharp and Sperandio, 2007; Islam et al., 2011) pchA (Honda et al., 2009)
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flhDC
iTTCTGTGAACTTCAGGTGACATTAAAGCTTTACTCCTAATGGAGAAACGACGCAATCCCAACTCAGTCAA 
7lACAGGTAAATATTAGTCCGATTATTAGTAAAGACAATTAATCAATCACTCTCGGTGATCATATGATTTCA 
141ACTGTAATTATAAGAAAATAATGTACTGATTCCCCGCATTAAACAAGTGGTTAATATATGCAAAACATTT 
211TATTAACATTAAGTTGATTGTTGCCTTTCTTTGTATTTAATTAGTTTGTTGTGCGGTAAGTGTCTGTTTA 
281AAAATAGCTTATCTGGTATTGCATGAAAGTGATTATTTATAGCAGATGATTATTTACGGTGAGTTATTTT 
351AACTGTGCGCAACATCCCATTTCGATTATTCCTGTTTCATTTTTGCTTGCTAGCGTAGCGAAAAACTTTT 
4 21TAACAGATTGAAATACACCCAAAACAAAAGTATGACTTATACATTTATGTTAAGTAATTGAGTGTTTTGT
-35  -1049iGTGATCTGCATCACACATTATTGAAAATCGCAGCCCCCCTCC(3TTGTA,I^GTGCGTGTAGTGACGAdTACA|
-JO56i|GTtrGCGTCGATTTAGGAAAAATCTTAGATAAGTGTAAAGACCCCCTTCTATTTGTAAGGACTTATTAAAC 
6 31CAAAAAGGTGGCTCTGCTTATTGCAGCTTATCGCAACTATTCTAATGCTAATTATTTTTTJ
701，
nil
5D(flhD)  _ 始コドン(f/hD>rGGGTGGG/-------iCCCGGCGACATCACGGGGTGCGGTGAAACCGCATAAAAATAAAGTTGGTTATTCT AATAATGC 
ATACCTCCGAGTTGCTGAAACACATTTATGACATCAACTTGTCATATTTACTACTTGCACAGCGTCTGAT 
841TGTTCAGGACAAAGCGTCCGCTATGTTTCGTCTCGGCATAAATGAAGAAATGGCGACAACATTAGCGGCA 
911CTGACTCTTCCGCAAATGGTTAAGCTGGCAGAAACCAATCAGCTGGTTTGTCACTTCCGTTTTGACAGCC 
981ACCAGACGATTACTCTGTTGACGCAAGATTCCCGCGTTGACGATCTCCAGCAAATTCATACCGGCATCAT 
i05iGCTCTCAACACGCTTGCTGAATGATGTTAATCAGCCTGAAGAAGCGCTGCGCAAGAAAkGGfeCCTGAT^hC)
_蝤コドン(/め仁!1121tgagtgaAaaaagcatgtcaggaagcgcgggatatcagctggcaatggaatgatcaccctgggcgc
...................................(490 nt)...................................
縛止コドン161AGAGTACAGGCTGTTTAACTGATACGGTGTGGCGCAACATTCCAGCAGCGGTAACGACGTACCGCTGCTT 
isiTTTTTTGCCCCAATCGCGCGTTAACGCCTGACGACTGAACATCCTGTCATGGTCAACAGTGGAAGGA
flhDCMにおいて欠失している領域 PfihDC-lacZ ..... Para-flhDC
参考図2 の配列
外DCの配列と各コンストラク卜で用いた領域を示す。pMW-flhDC fulはここに示す全 
配列を運ぶ。またpMW-flhDCAlは、ここに示す全配列のうち網かけ文字以外の配列 
を運ぶ。ブロモ一タ一と転写開始点、開始コドンはBarker et al., 2004を参考にした。SD 
は予想である。
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